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Prefacio 



La planificacion de la tercera edicion de UN libro de texto de Bioquimica 
que ha sido bien recibido pareceria un trabajo sencillo. Ciertamente, son nece- 
sarias las mejoras: las sugeridas por los que utilizan el texto, asi como los cam- 
bios esenciales identificados por los autores. A pesar del mayor cuidado han apa- 
recido los molestos errores inevitables que deben corregirse. Pero seguramente, 
si el texto ha funcionado bien, la tarea principal debe ser actualizarlo. Asi pen- 
sabamos hasta que comenzamos a contemplar la expansion explosiva del co- 
nocimiento bioquimico que se ha producido en los pocos anos transcurridos 
desde la aparicion de la segunda edicion de Bioquimica. ^Como puede dispo- 
nerse esta informacion nueva sin dar lugar a un libro de texto con una infor- 
mation tan densa que no puedan utilizarlo los estudiantes, la mayoria de los 
cuales estudian el primer ano de bioquimica? 

Estaba claro que se requeria un enfoque cualitativamente diferente. Sin 
duda, este enfoque debe utilizar la potencia del ordenador para acceder y orga- 
nizar la enorme informacion sobre genomica, proteomica, secuencias genicas y 
estructuras proteicas presentes en las bases de datos de expansion continua. Es 
crucial que el texto forme un todo sin costuras con los recursos de informacion 
auxiliar y que estos recursos esten estrechamente conectados con el texto. 
Ademas, estos recursos deben disenarse y producirse en elaboration con al- 
guien que no solo tenga la destreza tecnica sino tambien la experiencia de la en- 
senanza de la bioquimica, de forma ideal con las ediciones previas de nuestro li- 
bro de texto. En otras palabras, para conseguir nuestros objetivos era esencial 
reclutar a un tercer autor. 

Los dos que participamos en las dos primeras ediciones, esto es, los Drs. Van 
Holde y Mathews, fuimos muy afortunados de poder incorporar al Dr. Kevin 
Ahern como tercer autor. El Dr. Ahern tiene una experiencia amplia y profun- 
da de la bioinformatica, pulida por la experiencia como Director de la revista 
Biotechnology Software & Internet Journal y como redactor colaborador de 
Science con responsabilidad concreta de las aplicaciones de los ordenadores en 
las ciencias biologicas. De igual importancia, el Dr. Ahern ensena bioquimica en 
nuestro departamento utilizando este libro de texto. 

La participation del Dr. Ahern hace que la nueva edicion de Bioquimica sea 
una nueva empresa, aunque el libro se parezca a las ediciones anteriores en lo 
esencial. Pensamos que el texto tiene dos funciones. Como en el pasado, hemos 
tratado de crear un texto que pueda leerse y utilizarse, para guiar a los estu- 
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diantes a traves de un curso de introduccion a la bioquimica, que es normal, 
aunque no frecuente, que tenga un ano de duration. Pero, en combination con 
la Guia Electronica de Estudio disenada por el Dr. Ahern, el texto se ha con- 
vertido en una puerta de entrada al mundo enorme y en continua evolution que 
es la bioquimica. Nuestro objetivo ha sido crear un recurso informatico que ayu- 
dara y guiara a los estudiantes mucho despues de que hayan completado su pri- 
mer curso de bioquimica. 

RECURSOS INFORMATICOS 

La Guia Electronica de Estudio debe cumplir dos fines principales. (1) Debe po- 
tenciar la capacidad de los estudiantes para entender la bioquimica, y (2) debe 
proporcionar acceso a un cuerpo de conocimiento mucho mayor del que puede 
cubrirse en las paginas impresas del libro de texto. Para conseguir la mayor ac- 
cesibilidad y facilidad de uso, todo el material se da en un formato hipertexto 
corriente (HTML) y un lenguaje de programacion (Java) al que se puede acce- 
der facilmente a traves de los navegadores comunes como Navigator de Netscape 
o Internet Explorer de Microsoft, virtualmente en cualquier ordenador perso- 
nal. Nuestra Guia Electronica de Estudio tiene dos partes: una almacenada en un 
medio fijo, esto es el CD-ROM que acompana a este texto, y la otra en uno di- 
namico, la pagina Web de Pearson Education en www.librosite.net/mathews. 

El CD-ROM Guia Electronica de Estudio que acompana a cada copia de este 
texto contiene las secciones Vision General, Conceptos, y Terminologia. La sec- 
tion Vision General sigue la organization del capitulo del texto y contiene hi- 
pervinculos que conducen al estudiante con un toque de boton a otros puntos 
de information relevante, como las estructuras quimicas y las reacciones en- 
zimaticas. La section de Conceptos proporciona resumenes cortos con hiper- 
vinculos de las ideas importantes de cada capitulo. La section de Terminologia 
contiene resumenes y definiciones de todos los terminos importantes de cada 
capitulo. 

Nuestra pagina Web incorpora todas las caracteristicas esenciales tanto del 
CD de los estudiantes como del de los profesores, asi como otros recursos infor- 
maticos de interes para estudiantes y profesores. 

EVOLUCION DEL TEXTO 

En el texto, la organization global permanece igual, esto es, comenzamos con la 
estructura y el mecanismo, seguido del metabolismo intermediario y luego el 
procesamiento de la information biologica. Con todo, se han realizado unos 
cuantos cambios significativos. El Capitulo 3 (Bioenergetica) se ha acortado 
transfiriendo una section (El ATP como moneda de intercambio energetico) al 
Capitulo 12 (Introduccion al Metabolismo). Este cambio elimina alguna re- 
dundance y situa esta parte en una yuxtaposicion adecuada con el metabolis- 
mo. 

Muchas secciones se crearon o escribieron de nuevo para ampliar conceptos 
y descubrimientos nuevos. Entre los ejemplos, se encuentran los tratamientos 
ampliados del plegado proteico y las proteinas chaperonas (Capitulo 6), los 
motores moleculares (Capitulo 8), las estructuras de los complejos respiratorios 
mitocondriales (Capitulo 15), las especies reactivas de oxigeno y las enferme- 
dades humanas (Capitulo 15), los conocimientos bioquimicos de la obesidad 
(Capitulo 18), el acido folico y el corazon (Capitulo 20), los neurotransmisores 
y la psicofarmacologia (Capitulo 21), las nuevas rutas de transduction de serial 
(Capitulo 23), las estructuras y mecanismos de las DNA polimerasas (Capitulo 
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24), los mecanismos de recombination genetica (Capitulo 26) y la expresion de 
los genes en los eucariotas (Capitulo 28). Este material nuevo se ha plegado en 
el formato que ha funcionado bien en las ediciones anteriores, que es una in- 
troduction precoz de la estructura de los acidos nucleicos (para clarificar las pre- 
sentaciones de la estructura y funcion proteicas), un enfasis en las raices expe- 
rimentales de la bioquimica, un enfasis continuo en las relaciones energeticas en 
la bioquimica, y un enfoque a pasos de las rutas metabolicas complejas (intro- 
duction, seguida de una vision general y luego, de los detalles y reiteration de 
la vision general y el tratamiento de la regulation). 

HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 

Dado que los metodos que utilizan los bioqulmicos estan evolucionando conti- 
nuamente, en cada edition anadimos tecnicas nuevas en cada section y elimina- 
mos las que dejan de utilizarse. En la Tercera Edition hemos anadido una nue- 
va section de Herramientas, “Metodos para detectar y analizar las interacciones 
Protelna-Protelna”. Hemos eliminado la section sobre secuenciacion de Maxam 
y Gilbert (aunque esta tecnica de importancia historica se esquematizara cuan- 
do presentemos las tecnicas de cartografiado de transcritos en el Capitulo 26), 
y tambien hemos eliminado una section que describe la identification de los N- 
y C-terminales de los polipeptidos. La section sobre el analisis de la secuencia 
proteica (Capitulo 5) indica aun como se identifican los N-terminales como 
parte de los protocolos de secuenciacion automatica. 

Hemos ampliado otras secciones de Herramientas para incluir variantes 
nuevas de tecnicas mas antiguas, como la microscopla confocal de barrido laser 
(Capitulo 1) y la slntesis de conjuntos de peptidos combinatorios (Capitulo 
5). La section sobre espectrometrla de masas (Capitulo 6) tambien se ha am- 
pliado para reflejar la importancia creciente y la versatilidad de esta tecnica. 

PROBLEMAS AL FINAL DE LOS CAPITULOS 

Los problemas cuantitativos y las preguntas de tipo discusion se encuentran en- 
tre los recursos de aprendizaje mas valiosos de un texto, y los usuarios suelen pe- 
dir mas problemas y respuestas completas. La mayor parte de los capltulos de la 
Tercera Edition tienen de dos a cuatro problemas nuevos cada uno, con res- 
puestas breves a todos ellos al final del libro. 
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PARTE 1 



El campo de la bioquimica 





C A P IT U l O 1 



El alcance de la bioquimica 



Las ciencias biologicas han experimentado una revolucion y la Bio- 
quimica ha estado en el corazon de la misma. No hay nada que demuestre me- 
jor este hecho que el considerable numero de Premios Nobel de Quimica y de 
Medicina o Fisiologia que han ganado los bioquimicos en los ciltimos anos. 
Un ejemplo representative es la concesion del Premio Nobel de Medicina o 
Fisiologia de 1988, que compartieron Gertrude Elion y George Hitchings de 
Estados Unidos y Sir James Black de Gran Bretana, por su posicion destacada 
en la invencion de nuevos farmacos. Elion y Hitchings descubrieron analogos 
quimicos de los acidos nucleicos y las vitaminas, que se utilizan actualmente 
para el tratamiento de la leucemia, las infecciones bacterianas, el paludismo, la 
gota, las infecciones por virus del herpes y el SIDA; Black obtuvo los betablo- 
queantes, que se utilizan para reducir el riesgo de infartos de miocardio y para 
tratar enfermedades como el asma. En la Figura 1.1 se describen tres de estos 
farmacos. La 6-mercaptopurina, un analogo de un precursor de los acidos nu- 
cleicos, inhibe la replication incontrolada del DNA que se asocia con la proli- 
feration de los globulos blancos en la leucemia. La 3'-azido-2',3'-didesoxiti- 
midina (AZT), un analogo del nucleotido timidina, se sintetizo inicialmente 
como posible farmaco antineoplasico, pero se ha utilizado principalmente para 
el tratamiento del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el agente in- 
feccioso que causa el SIDA. El isoproterenol, un analogo de la hormona adre- 
nalina (tambien denominada epinefrina), emula las acciones de la adrenalina, 
que transmite senales al corazon, los pulmones y otros organos vitales. 

Estos farmacos no se descubrieron mediante una sintesis al azar de pro- 
ductos quimicos organicos, sino que se disenaron como consecuencia de varias 
decadas de acumulacion de conocimientos en temas centrales de la bioquimi- 
ca, como la estructura y funcion de las proteinas, la sintesis de los acidos nu- 
cleicos, los mecanismos enzimaticos, los receptores y el control metabolico, las 
vitaminas y las coenzimas y la bioquimica comparada (el estudio de las dife- 
rencias bioquimicas entre los diversos organismos). La influencia de la bioqui- 
mica se percibe en toda nuestra vida, mediante descubrimientos como estos y 
en la forma en la que dichos descubrimientos estimulan el crecimiento de todas 
las ciencias de la vida. 
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CAPlTUIO 1 



EL ALCANCE DE LA BIOQUlMICA 




FIGURA 1.1 

Aplicaciones medicas de la 
bioquimica. Tres ejemplos de analogos 
metabolicos disenados por los bioqinmicos que 
se utilizan como farmacos importantes. 



Otros dos premios mas recientes aportan nuevas pruebas de la amplitud de 
la influencia de la bioquimica en todas las ciencias de la vida. En 1997 com- 
partieron el premio de Quimica tres investigadores, el americano Paul Boyer y 
el britanico J. Walker, por su descubrimiento de la “maquina rotatoria” que ge- 
nera el compuesto portador de energia ATP, y el danes J. Skou por sus estudios 
de la “bomba” que lleva al sodio y al potasio a traves de las membranas. En el 
mismo ano, el premio de Medicina o Fisiologia fue para Stanley Prusiner, por 
sus estudios del agente responsable de la enfermedad de las “vacas locas”. 

Hay dos factores que contribuyen al atractivo que tiene hoy en dla la bio- 
quimica y a su influencia sobre otras ciencias biologicas. En primer lugar, ac- 
tualmente esta bien establecido que la materia viva cumple las mismas leyes fi- 
sicas fundamentales que gobiernan a toda la materia. En consecuencia, es 
posible aplicar toda la potencia de las modernas teorlas qulmicas y fisicas a los 
problemas biologicos. En segundo lugar, las nuevas tecnicas de investigacion, de 
una potencia increible, estan permitiendo a los cientlficos plantear preguntas 
acerca de los procesos basicos de la vida que no podlan haberse imaginado si- 
quiera hace unos pocos anos. 

La materia viva, ilustrada por la celula que se muestra en la Figura 1.2, esta 
formada por sustancias quimicas, y cualquier funcion biologica se puede des- 
cribir mediante las estructuras y las reacciones de dichas sustancias. Para com- 
prender cualquier proceso vital es necesario, pues, comprender su quimica. 
Esto es cierto incluso para los procesos biologicos muy complejos, como la 
evolucion, la diferenciacion y el comportamiento, que hasta hace poco no se 
consideraba que pudieran analizarse a nivel molecular. El hecho es que la bio- 
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FIGURA 1.2 

Complejidad de la materia viva. Esta microfotografia 
en color de un organismo unicelular, el protozoo 
fotosintetico Euglena, muestra la complejidad estructural 
que puede existir en el interior de una sola celula. El nucleo 
es el area marron situada en el centra a la derecha. Por 
encima y a la izquierda del nucleo se encuentran los 
cloroplastos verdes; en la parte superior izquierda hay un 
flagelo en forma de latigo que impulsa al organismo. El 
funcionamiento de una celula, por compleja que sea, puede 
describirse en terminos de reacciones ffsicas y quimicas. 

© Biophoto Associates/Photo Researchers, Inc. 



qui'mica esta penetrando en todas las disciplinas de la biologia. Al mismo tiem- 
po, algunos quimicos de diversas areas se estan dirigiendo hacia los problemas 
bio quimicos como centro de su investigacion. 

La potencia de las tecnicas de investigacion que hacen posible estos nuevos 
estudios es enorme. Nos permiten identificar a una persona mediante el anali- 
sis del material genetico de un solo pelo, y modificar las caracteristicas mas 
basicas de los organismos vivos mediante la introduccion en ellos de nuevos ge- 
nes. Estas tecnicas hacen posible explorar los procesos mas complicados que se 
dan en las celulas y observar las moleculas en accion. Inevitablemente, han 
dado lugar a aplicaciones practicas en los campos de la farmacia, la medicina y 
otras areas relacionadas. Se estan haciendo tambien progresos con mucha ma- 
yor rapidez de lo que nadie hubiera previsto hace solo 10 anos. Envidiamos a 
los estudiantes que estan empezando ahora el estudio de la bioquimica. Se en- 
frentan con el atractivo reto de entrar en un campo que esta progresando con 
una velocidad sin precedentes, y que afecta a practicamente todas las areas de la 
actividad humana. 




£Que es la bioquimica? 



OBJETIVOS DE LA BIOQUIMICA 

La bioquimica pretende describir la estructura, la organizacion y las funciones 
de la materia viva en terminos moleculares. ^Cuales son las estructuras quimi- 
cas de los componentes de la materia viva? ,;De que forma interactuan estos 
componentes para dar origen a estructuras supramoleculares organizadas, ce- 
lulas, tejidos multicelulares y organismos? ^Como extrae energia de su entorno 
la materia viva para mantener su existencia? ,;De que manera almacena y trans- 
mite un organismo la informacion que necesita para crecer y reproducirse de 
forma exacta? ^Que cambios quimicos acompanan a la reproduction, el enve- 
jecimiento y la muerte de las celulas y los organismos? ^Como se controlan las 
reacciones quimicas en el interior de las celulas vivas? Los bioquimicos se plan- 
tean este tipo de preguntas y el estudio de la quimica de la vida busca las res- 
puestas. 

La bioquimica puede dividirse en tres areas principales: (1) la quimica es- 
tructural de los componentes de la materia viva y la relation de la funcion 
biologica con la estructura quimica; (2) el metabolismo, la totalidad de las 
reacciones quimicas que se producen en la materia viva; y (3) la quimica de los 
procesos y las sustancias que almacenan y transmiten la informacion biologica. 
Este tercer campo tambien es el area de la genetica molecular, que pretende co- 
nocer la herencia y la expresion de la informacion genetica en terminos mo- 
leculares. 



El objetivo de la bioquimica es el 
conocimiento de la vida en terminos 
moleculares. 
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LAS RAICES DE LA BIOQUlMICA 



Los primeros bioqufmicos tuvieron que 
superar la idea de que la materia viva y 
la carente de vida eran 
fundamentalmente diferentes. 



La bioquimica tuvo su origen como campo cientifico diferenciado a comienzos 
del siglo xix, con los trabajos pioneros de Friedrich Wohler (Figura 1.3). Antes 
de la epoca de Wohler, se creia que las sustancias existentes en la materia viva 
eran cualitativamente diferentes de aquellas de la materia muerta y no se com- 
portaban segun las leyes conocidas de la fisica y la quimica. En 1828, Wohler 
demostro que la urea, una sustancia de origen biologico, podia sintetizarse en el 
laboratorio a partir del compuesto inorganico cianato amonico. Como decia 
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Sanger y Tuppy determinan por primera 
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Avery, MacLeod, y McCarty demuestran que el 
DNA es el agente de la transformacion genetica 

Krebs descubre el ciclo del acido citrico 
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Sumner cristaliza la ureasa 
Embden y Meyerhof describen 
la ruta de la glucolisis 



Eduard y Hans Buchner 
demuestran la fermentacion 
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Pasteur relaciona los 
organismos vivos 
con procesos especificos 



Primeras secuencias del genoma de organismos superiores 
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— Claude aisla las primeras fracciones mitocondriales 

Invencion del microscopio electronico 

Levene postula que el DNA es una estructura 
de tetranucleotido repetido 



Wohler sintetiza la urea 
en el laboratorio 




Morgan y sus colaboradores desarrollan 
la genetica en Drosophila 



Redescubrimiento de las leyes 
de Mendel por parte de Correns, 
von Tschermak y de Vries 



Miescher descubre el DNA 
Mendel descubre sus leyes 
fundamentales de la genetica 



BIOQUIMICA 



van Leeuwenhoek 
mejora las lentes opticas 

Hooke describe 
las “cellulae" 



FIGURA 1.3 



Entrelazado de las tradiciones historicas 
de la bioquimica, la biologfa celular y la 
genetica. Estas tres disciplinas, que 
inicialmente se consideraban muy distintas, han 
pasado a estar entrelazadas para dar lugar a 
una verdadera biologfa molecular, que es el 
objeto de la bioqufmica actual. 



BIOLOGIA 

CELULAR 



Adaptado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith, and J. Hardin, The 
World of the Cell, 4th ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley 
Longman, 2000). © Addison Wesley Longman, Inc. 
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Wohler en una carta a un colega, “debo decirte que puedo preparar urea sin ne- 
cesidad de un rinon ni de un animal, sea un hombre o un perro”. Esta afirma- 
cion era muy sorprendente en su epoca, puesto que rompia la barrera que se 
suponia que existia entre lo vivo y lo que no tenia vida. 

Aun despues de la demostracion de Wohler, una corriente de opinion con- 
vincente, denominada vitalismo, sostenia que, si no los compuestos, al menos 
las reacciones de la materia viva solo podian darse en las celulas vivas. Segun 
este punto de vista, las reacciones biologicas se producian por la action de una 
“fuerza vital” misteriosa en vez de mediante procesos fisicos y quimicos. El 
dogma vitalista quedo destruido en 1897, cuando dos hermanos alemanes, 
Eduard y Hans Buchner, observaron que los extractos de celulas de levadura 
destruidas (y completamente muertas) pueden llevar a cabo todo el proceso de 
la fermentation del azucar hasta el etanol. Este descubrimiento abrio las puer- 
tas al analisis de las reacciones y los procesos bioquimicos in vitro (del latin, “en 
el vidrio”), es decir, en un tubo de ensayo en vez de in vivo, en la materia viva. 
En las decadas siguientes, se reprodujeron in vitro otras muchas reacciones 
metabolicas y rutas de reacciones, lo cual permitio la identificacion de reactan- 
tes y productos y de las enzimas, o catalizadores biologicos, que aceleraban 
cada una de las reacciones bioquimicas. 

La naturaleza de la catalisis biologica fue el ultimo refugio de los vitalistas, 
que sostenian que las estructuras de las enzimas (o “fermentos”) eran dema- 
siado complejas para poder describirse en terminos quimicos. Sin embargo, en 
1926, J. B. Sumner demostro que la proteina ureasa, una enzima de las judias, 
podia cristalizarse como cualquier otro compuesto organico. Aunque las pro- 
teinas tienen unas estructuras grandes y complejas, solo son compuestos orga- 
nicos, y sus estructuras pueden determinarse con los metodos de la quimica. 
Este descubrimiento hizo que acabara de derrumbarse el vitalismo. 

Paralelamente a los avances de la bioquimica, los biologos celulares han 
ido perfeccionando continuamente el conocimiento de la estructura celular. A 
partir de la primera observation de las celulas, realizada por Robert Hooke en 
el siglo xvii, las mejoras continuas de las tecnicas microscopicas permitieron 
averiguar que la celula era una estructura compartimentada y compleja (vease 
la Figura 1.2). Walter Flemming descubrio los cromosomas en 1875, y en 1902 se 
realizo su identificacion como elementos geneticos. La construction del mi- 
croscopio electronico, entre los anos 1930 y 1950, aporto todo un nuevo nivel 
de perspectiva dentro de la estructura celular. Desde este momento podian es- 
tudiarse organulos subcelulares como las mitocondrias y los cloroplastos, lo cual 
llevo a descubrir que los distintos procesos bioquimicos estaban localizados en 
estas particulas subcelulares. 

Aunque los avances realizados en la primera mitad del siglo xx descubrie- 
ron a grandes rasgos las estructuras quimicas de las sustancias biologicas, iden- 
tificaron las reacciones de muchas rutas metabolicas y localizaron estas reac- 
ciones en el interior de la celula, la bioquimica continuaba siendo una ciencia 
incompleta. Sabiamos que la singularidad de un organismo esta definida por la 
totalidad de sus reacciones quimicas. Sin embargo, conociamos poco sobre el 
control de estas reacciones en el tejido vivo o la manera de almacenar la infor- 
mation que regula estas reacciones, su transmision cuando la celula se divide y 
su procesamiento cuando las celulas se diferencian. 

La idea del gen como unidad de information hereditaria, fue propuesta por 
primera vez a mediados del siglo xix por Gregor Mendel. Alrededor del ano 
1900, los biologos celulares se dieron cuenta de que los genes deben encontra- 
se en los cromosomas, que estan formados por proteinas y acidos nucleicos. 
Durante las decadas siguientes, la nueva ciencia de la genetica aporto un cono- 
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La biologia molecular es una fusion de 
la bioquimica, la biologia celulary la 
genetica. 



cimiento cada vez mas detallado de los patrones de herencia y de desarrollo. Sin 
embargo, hasta mediados del siglo xx nadie habia aislado un gen, ni habia de- 
terminado su composicion quimica. Friedrich Miescher habia aislado los acidos 
micleicos en 1869, pero sus estracturas quimicas se conocian mal y a comien- 
zos de siglo se pensaba que eran sustancias sencillas que cumplian tan solo 
funciones estracturales en la celula. La mayor parte de los bioquimicos pensa- 
ban que tan solo las proteinas eran lo suficientemente complejas desde el pun- 
to de vista estructural como para ser portadoras de la informacion genetica. 

Esta creencia era erronea. Los experimentos realizados en los anos 1940 y 
comienzos de los anos 1950 demostraron de manera concluyente que el acido 
desoxirribonucleico (DNA) es el portador de la informacion genetica. Uno de 
los avances mas importantes en la historia de la ciencia se produjo en 1953, 
cuando James Watson y Francis Crick describieron la estructura de doble heli- 
ce del DNA. Este concepto sugirio inmediatamente las formas en las que podia 
codificarse la informacion en la estructura de las molecLilas y transmitirse inal- 
terada de una generation a la siguiente. 

En este punto, las hebras del desarrollo cientifico que se muestran en la 
Figura 1.3, bioquimica, biologia celular y genetica, pasaron a entrelazarse, y 
aparecio la nueva ciencia de la biologia molecular. La distincion entre biologia 
molecular y bioquimica no siempre esta clara, puesto que ambas disciplinas to- 
man como campo de actuation la definition completa de la vida en terminos 
moleculares. El termino biologia molecular se suele utilizar en un sentido mas li- 
mitado, para indicar el estudio de la estructura y funcion de los acidos nuclei- 
cos y los aspectos geneticos de la bioquimica, un campo al que podriamos de- 
nominar con mayor exactitud genetica molecular. La biologia molectilar y la 
bioquimica se diferencian tal vez con mayor facilidad por las orientaciones de 
los cientificos que se dedican a ellas, que por los problemas de investigacion que 
abordan. Puede afirmarse que los bioquimicos piensan como los quimicos y 
que los biologos moleculares piensan como los biologos. Inchiso esta distincion 
es en cierto modo artificial, puesto que los cientificos de exito de ambos cam- 
pos deben utilizar metodos de todas las disciplinas pertinentes, como la qui- 
mica, la biologia y la fisica. De hecho, tres de las tecnicas de investigacion mas 
potentes que utilizan los bioquimicos las han desarrollado los fisicos: la mi- 
croscopia electronica, que ha descubierto caracteristicas notables de la estruc- 
tura celular (vease Herramientas de la Bioquimica 1A), la difraction de rayos X 
y la resonancia magnetica nuclear, que han descubierto la estructura tridi- 
mensional exacta de las enormes moleculas biologicas (vease Herramientas de 
la Bioquimica 4A y 6A). 

LA BIOQUIMICA COMO DISCIPLINA Y CIENCIA INTERDISCIPLINAR 

La bioquimica extrae sus principales temas de muchas disciplinas: de la quimi- 
ca organica, que describe las propiedades de las biomoleculas; de la biofisica, 
que aplica las tecnicas de la fisica al estudio de las estructuras de las biomole- 
culas; de la investigacion medica, que intenta cada vez mas comprender los es- 
tados patologicos en terminos moleculares; de la nutrition, que ha aclarado el 
metabolismo mediante la description de las necesidades alimentarias para el 
mantenimiento de la salud; de la microbiologia, que ha demostrado que los or- 
ganismos unicelulares y los virus son especialmente adecuados para la deter- 
mination de muchas rutas metabolicas y mecanismos de regulation; de la fi- 
siologia, que investiga los procesos vitales a nivel tisular y del organismo; de la 
biologia celular, que describe la division bioquimica del trabajo en el interior de 
una celula; y de la genetica, que describe el mecanismo que proporciona a una 
determinada celula u organismo su identidad bioquimica. La bioquimica ad- 
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quiere su fuerza de todas estas disciplinas y, a cambio, las nutre tambien; se tra- 
ta de una ciencia realmente interdisciplinar. 

La bioquimica es tambien una disciplina diferenciada, con su propia iden- 
tidad. Se distingue por su enfasis en las estructuras y las reacciones de las bio- 
moleculas, en especial las enzimas y la catalisis biologica; por la explication de 
las rutas metabolicas y su control; y por el principio de que los procesos vitales 
pueden comprenderse mediante las leyes de la quimica. Cuando lea este libro, 
tenga en cuenta tanto el caracter propio de la bioquimica como disciplina di- 
ferenciada, como la absoluta interdependencia de la bioquimica con otras cien- 
cias fisicas y naturales. 



La bioquimica como ciencia quimica 

Aunque solemos describir la bioquimica como una ciencia de la vida y relacio- 
namos sus avances con la historia de la biologia, sigue siendo en primer lugar y 
ante todo una ciencia quimica. Para comprender la influencia de la bioquimi- 
ca sobre la biologia, es preciso conocer los elementos quimicos de la materia 
viva y las estructuras completas de muchos compuestos biologicos (aminoaci- 
dos, azucares, lipidos, nucleotidos, vitaminas y hormonas) y su comporta- 
miento durante las reacciones metabolicas. Sera preciso conocer la estequio- 
metria y los mecanismos de un gran numero de reacciones. Ademas, el 
conocimiento de los principios basicos de la termodinamica es esencial para en- 
tender de que manera obtienen las plantas la energia de la luz del sol y como 
obtienen los animales la energia de los alimentos. 

Todas las formas de vida, desde la celula bacteriana mas pequena hasta el ser 
humano, estan formadas por los mismos elementos quimicos, que se utilizan 
para elaborar los mismos tipos de moleculas. La quimica de la materia viva es 
similar en todo el mundo biologico. Indudablemente, esta continuidad de los 
procesos bioquimicos refleja el origen evolutivo comun de todas las celulas y 
organismos. Empecemos por un examen preliminar de la composition de la 
materia viva, partiendo de los elementos quimicos. 

LOS ELEMENTOS QUIMICOS DE LA MATERIA VIVA 

La vida es un fenomeno de la segunda generation de estrellas. Esta afirmacion, 
que parece bastante extrana, se basa en el hecho de que la vida, tal como la con- 
cebimos, solo pudo aparecer cuando eran abundantes determinados elementos 
como carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y fosforo (C, H, O, N y P). El 
universo mas primitivo estaba formado casi por completo por hidrogeno y he- 
lio, puesto que tan solo se produjeron estos elementos mas sencillos en la con- 
densation de la materia tras la explosion inicial o “big bang”. La primera gene- 
ration de estrellas no contenia elementos mas pesados con los que pudieran 
formarse los planetas. Cuando estas primeras estrellas maduraron, a lo largo de 
miles de millones de anos, quemaron su hidrogeno y helio en reacciones ter- 
monucleares. Estas reacciones produjeron elementos mas pesados, primero car- 
bono, nitrogeno y oxigeno, y mas tarde, todos los demas elementos de la tabla 
periodica. A1 madurar las estrellas grandes, se hicieron inestables y explotaron 
en forma de novas y supernovas, diseminando los elementos mas pesados por 
todo el entorno cosmico. Esta materia se condenso de nuevo para formar las es- 
trellas de segunda generation, con sistemas planetarios con abundancia de ele- 
mentos pesados. Nuestro universo, que ahora contiene una abundante cantidad 
de estrellas de segunda generation, tiene una composition de elementos que 
corresponde aproximadamente a la que se indica en la Figura 1.4. En este uni- 
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La vida se basa fundamentalmente en 
unos pocos elementos (C, H, O, N), 
aunque hay muchos otros que se 
utilizan en menor cantidad. 



verso existe la posibilidad de vida, y sabemos que al menos en un planeta, de un 
sistema solar, existe vida. 

^Por que son esenciales los elementos mas pesados que el H y el He para la 
vida? La respuesta es que la vida, tal como podemos concebirla, requiere es- 
tructuras moleculares grandes y complejas. Estas estructuras tan solo pueden 
formarse a partir de determinados elementos y solo pueden ser estables en 
unas condiciones ambientales limitadas. Un universo de hidrogeno y helio no 
tiene quimica. Tampoco es posible la quimica en el calor de las estrellas, donde 
todos los compuestos se descomponen en sus elementos. En medios tan frios 
como la luna o el espacio, puede producirse una quimica sencilla y lenta, pero 
no podemos pensar en la formacion de moleculas tan complejas como las pro- 
teinas o los acidos nucleicos. Tan solo puede aparecer la vida en un medio am- 
biente templado de un planeta adecuado, con una cantidad abundante de ele- 
mentos capaces de formar compuestos complicados. 

Las criaturas vivas de la tierra estan formadas fundamentalmente por muy 
pocos elementos; basicamente, carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno (C, 
H, O, N), como se indica en la Figura 1.4. Adviertase que estos elementos, con 
la adicion del helio y el neon, son tambien los mas abundantes del universo. El 
helio y el neon son gases inertes que no tienen las propiedades necesarias para 
desempenar alguna funcion en los procesos vitales; no forman compuestos es- 
tables y se pierden facilmente de las atmosferas de los planetas. 



FIGURA 1.4 

Composition del universo, la corteza terrestre y el cuerpo 
humano. Las cantidades se expresan como numero de atomos de 
cada elemento por cada 100 000 atomos. Observese que la escala es 
logarltmica. En una escala lineal, el H y el He dominanan de manera 
abundante en el universo, el O y el Si en la corteza terrestre, y el H, el 
C, el N y el O en el cuerpo. Un cfrculo indica menos de 0.01 atomos 
del elemento por cada 1 00 000 atomos. 
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La abundancia de oxigeno e hidrogeno en los organismos se explica en par- 
te por el importante cometido que desempena el agua en la vida sobre la tierra. 
Vivimos en un mundo muy acuoso y, como veremos en el Capitulo 2, las pro- 
piedades disolventes del agua son indispensables en los procesos bioquimicos. 
De hecho, el cuerpo humano esta formado en un 70%, aproximadamente, por 
agua. Los elementos C, H, O y N son importantes para la vida, debido a su fuer- 
te tendencia a formar enlaces covalentes. En concreto, la estabilidad de los en- 
laces carbono-carbono y la posibilidad de formar enlaces simples, dobles o tri- 
ples dan al carbono la versatilidad necesaria para formar parte de una enorme 
diversidad de compuestos quimicos. 

Pero la vida no esta formada solamente por estos cuatro elementos. Otros 
muchos son necesarios en los organismos terrestres, como puede observarse en 
la Tabla 1.1. Un “segundo nivel” de elementos esenciales es el formado por el 
azufre y el fosforo, que forman enlaces covalentes, y los iones Na + , K + , Mg 2+ , 
Ca 2+ y Cl - . El azufre es un componente importante de las proteinas, y el fosfo- 
ro desempena funciones esenciales en el metabolismo energetico y en la es- 
tructura de los acidos nucleicos. Mas alia de los dos primeros niveles de ele- 
mentos, que corresponden aproximadamente a los elementos mas abundantes 
de las dos primeras filas de la tabla periodica, llegamos a los que desempenan 
cometidos cuantitativamente menores, aunque a menudo indispensables. 
Como muestra la Tabla 1.1,1a mayor parte de estos elementos de tercer y cuar- 
to nivel son metales, y algunos de ellos actuan como colaboradores de la cata- 
lisis de las reacciones bioquimicas. En los capitulos sucesivos encontraremos 
muchos ejemplos de la importancia de estos oligoelementos para la vida. 

MOLECULAS BIOLOGICAS 

La complejidad de los procesos de la vida requiere que muchas de las molecu- 
las que participan en estos procesos sean enormes. El ejemplo mas extremo es 
el DNA. Consideremos, por ejemplo, las moleculas de DNA liberadas de un 
cromosoma humano, como se muestra en la Figura 1.5. La cadena larga y ple- 
gada que se observa corresponde a tan solo dos moleculas enormes, cada una 
con un peso molecular de aproximadamente 20 000 millones de dalton (un 
dalton [Da] es 1/12 la masa de un atomo de carbono 12, 1.66 X 10 -24 g). 
Incluso un organismo sencillo como la bacteria unicelular Escherichia coli con- 
tiene una molecula de DNA con un peso molecular de alrededor de 2000 mi- 
llones de Da. Las moleculas proteicas tienen generalmente un tamano mucho 
menor, pero son todavia grandes, puesto que una proteina caracteristica posee 
una masa de 50 000 dalton. Para dar una idea de la complejidad de una mo- 
lecula de este tipo, en la Figura 1.6 se presenta la estructura tridimensional de 
una molecula proteica obtenida mediante cristalografia de rayos X. 

Estas moleculas gigantes o macromoleculas, constituyen una parte impor- 
tante de la masa de cualquier celula. Como veremos con mayor detalle en los 
capitulos posteriores, existen buenas razones para que algunas moleculas bio- 
logicas sean tan grandes. Asi por ejemplo, las moleculas de DNA pueden con- 
siderarse como “cintas” de las que se extrae linealmente la informacion geneti- 
ca. Como la cantidad de informacion necesaria para especificar la estructura de 
un organismo multicelular es muy grande, estas cintas deben ser extraordina- 
riamente largas. De hecho, las moleculas de DNA de una sola celula humana, si 
se extendieran de extremo a extremo, alcanzarian una longitud de unos 2 me- 
tros. 

La sintesis de estas moleculas tan grandes plantea un reto interesante a la ce- 
lula. Si esta funcionara como un quimico organico que realizara una sintesis de 



tabla 1.1 Elementos que se 
encuentran en los 
organismos 



Elemento Comentario 



Primer Nivel 
Carbono (C) 
Hidrogeno (H) 
Nitrogeno (N) 
Oxigeno (O) 

Segundo Nivel 
Calcio (Ca) 

Cloro (Cl) 
Magnesio (Mg) 
Fosforo (P) 
Potasio (K) 

Sodio (Na) 
Azufre (S) 

Tercer Nivel 
Cobalto (Co) 
Cobre (Cu) 
Hierro (Fe) 
Manganeso (Mn) 
Zinc (Zn) 



Cuarto Nivel 
Aluminio (Al) 
Arsenico (As) 
Boro (B) 

Bromo (Br) 
Cromo (Cr) 
Fluor (F) 

Galio (Ga) 

Yodo (I) 

Molibdeno (Mo) 
Nlquel (Ni) 
Selenio (Se) 
Silicio (Si) 
Wolframio (W) 
Vanadio (V) 



Los mas 
abundantes 
en todos los 
organismos 

Mucho menos 
abundantes, 
pero se 
encuentran 
en todos los 
organismos 



Metales presentes 
en pequenas 
cantidades en 
todos los 
organismos, 
pero son 
esenciales para 
la vida 

Se encuentran o 
son necesarios 
en algunos 
organismos en 
cantidades 
minimas 



Muchas de las moleculas importantes 
de la celula son de un tamano enorme. 
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FIGURA 1.5 



DNA de un solo cromosoma humano. La mayor parte de las 
protefnas cromosomicas se han extrafdo, dejando solo un "esqueleto" 
proteico del que surgen enormes lazos de DNA. En este cromosoma 
solo hay dos moleculas de DNA. La amplificacion de la derecha 
muestra la fibra larga de DNA con mayor detalle. La fibra tiene unos 2 
nm de ancho. 

Cortesia de J. Paulson and U. K. Laemmli, Cell 12 (1977):81 7: © 1997 Cell Press. 



FIGURA 1.6 

Una molecula de protema. Se presenta aquf un modelo de una 
molecula de inmunoglobulina que es una molecula que actua como 
anticuerpo en la reaccion inmunitaria. Tiene un peso molecular de 
aproximadamente 150 000 Da. La molecula esta formada por dos 
mitades o subunidades identicas. 

Adaptado de Eduardo A. Padlan, Mol. Imm. (1 994) 31 :1 69-21 7. © 1 994 con permiso de 
Elsevier Science. 




laboratorio compleja, fragmento a fragmento, se producirian millones de tipos 
diferentes de reacciones y se acumularian miles de intermediaries. En su In gar, 
las celulas utilizan un planteamiento modular para elaborar las molectilas gran- 
des. Todas estas estructuras son pollmeros formados por la union de unidades 
prefabricadas o monomeros. Los monomeros de un determinado tipo de ma- 
cromolecula son de una diversidad limitada y se unen entre ellos o polimeri- 
zan, mediante mecanismos identicos. Un ejemplo sencillo es el hidrato de car- 
bono celulosa (Figura 1.7a), un componente fundamental de las paredes 
celulares de las plantas. La celulosa es un polimero formado por la union de mi- 
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H OH H OH H OH H OH 



La cadena 
puede extenderse 
en miles 
de unidades 



Residuo de glucosa 
en una cadena de celulosa 




(a) 



Celulosa, un pohmero de j3-D-glucosa 



/J-D-glucosa, el monomero 




1 \N/ r 



OH 




Monofosfato de desoxiadenosina (dAMP), uno de 
los cuatro tipos de monomeros que forman el DNA 



/N x / CH 3 



0 H 



H x I 



/ c \ /H 






Un residuo de 



tirosina en la cadena 



OH 




Parte de una cadena polipeptidica 
en una proteina 

H 

H \ I " . 0H 

H / 

H^l 




^ x o- 



Parte de un acido desoxirribonucleico (DNA), un polinucleotido 



(b) 



(c) 



Tirosina, uno de los 20 tipos de 
monomeros que forman los polipeptidos 



FIGURA 1.7 

Ejemplos de polfmeros. (a) Un hidrato de carbono. El hidrato de carbono celulosa es un polfmero de monomeros de )3-D-glucosa. (b) Un 
acido nucleico. Los acidos nucleicos, DNA y RNA, son polfmeros de nucleotidos. Se muestra una parte de la molecula de DNA, junto con uno de sus 
monomeros, el dAMP. (c) Un polipeptido. Las cadenas proteicas, o polipeptidos, son polfmeros de aminoacidos. Se muestra una parte de un 
polipeptido, junto con uno de sus monomeros, la tirosina. 
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Los biopolimeros principales son los 
acidos nucleicos, las proteinas y los 
polisacaridos. Todas estas sustancias 
son polimeros formados por una o mas 
clases de unidades monomericas. 



Los lipidos son los principales 
componentes de las membranas 
biologicas. 



les de moleculas de glucosa, un azucar simple; en este polimero, son identicos 
todos los enlaces quimicos entre los monomeros. Se forman enlaces covalentes 
entre las unidades de glucosa mediante la eliminacion de una molecula de agua 
entre dos moleculas adyacentes de glucosa; la parte de una molecLila de gluco- 
sa que queda en la cadena se denomina residuo de gkicosa. 

Dado que la cehilosa es un polimero de un azucar simple, o sacarido, se lla- 
ma polisacarido. Este polimero concreto se elabora a partir de unidades mo- 
nomericas identicas, por lo que se denomina homopolimero. En cambio, otros 
muchos polisacaridos y todos los acidos nucleicos y las proteinas son hetero- 
polimeros, es decir, polimeros formados a partir de diversos tipos de unidades 
monomericas. Los acidos nucleicos (Figura 1.7b) son polimeros de cuatro nu- 
cleotidos, y por este motivo a los acidos nucleicos se les denomina tambien 
polinucleotidos. De igual modo, las proteinas (Figura 1.7c) se forman median- 
te las combinaciones de 20 aminoacidos diferentes. Las cadenas proteicas se de- 
nominan polipeptidos, termino que procede del enlace peptidico que une a dos 
aminoacidos. 

Los polimeros forman la mayor parte de la maquinaria estructural y fun- 
cional de la cekila. Los polisacaridos actuan como componentes estructurales, 
como la celulosa, y como reservas de energia biologica, como el almidon, otro 
tipo de polimero de glucosa presente en las plantas. Los acidos nucleicos, DNA 
y RNA, participan en el almacenamiento, transmision y expresion de la infor- 
macion. El DNA o acido desoxirribonucleico, actua principalmente como al- 
macen de la informacion genetica, mientras que el RNA o acido ribonucleico, 
de estructura similar, interviene en la extraction de la informacion almacenada 
en el DNA. Las proteinas, que tienen una diversidad estructural muy stiperior a 
la de los polisacaridos o los acidos nucleicos, realizan un conjunto mas diverso 
de funciones biologicas. Algunas de ellas desempenan cometidos estructurales, 
como la queratina en el pelo y la piel y el colageno en el tejido conjuntivo. 
Otras actuan como sustancias transportadoras, cuyo ejemplo destacado es la 
hemoglobina, la proteina que transporta oxigeno en la sangre. Las proteinas 
pueden transmitir informacion entre partes distantes de un organismo, como 
lo hacen las hormonas proteicas y los receptores de la superficie celular que re- 
ciben las senales de las hormonas, o pueden defender al organismo ffente a la 
infection, como lo hacen los anticuerpos. Las mas importantes de todas, las 
proteinas que actuan como enzimas, catalizan las miles de reacciones quimicas 
que se producen en el interior de cada celula. 

Ademas de estas macromoleculas y de las multiples moleculas pequenas 
que intervienen en el metabolismo y como monomeros en la sintesis macro- 
molecular, existe otra clase extraordinariamente importante de componentes 
celulares. Los lipidos son un grupo de compuestos quimicamente diverso que 
se clasifican juntos debido a sus estructuras con abundantes hidrocarbLiros, 
que les proporcionan una solubilidad muy baja en el medio acuoso de la celu- 
la. Esta baja solubilidad dota a los lipidos para una de sus funciones mas im- 
portantes, la de actuar como el elemento estructural principal de las membra- 
nas que rodean a las celulas y que las dividen en varios compartimientos. 



La bioquimica como ciencia biologica 

No debemos perder de vista en ningun momento el hecho de que lo que aqui 
nos ocupa es la quimica de la vicla. Las sustancias quimicas complejas y las reac- 
ciones que hemos presentado anteriormente tienen su importancia como partes 
de la materia viva y de los procesos vitales. Para contemplar la bioquimica des- 
de esta perspectiva, debemos empezar por preguntarnos: ^que es la vida? 
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CARACTERISTICAS QUE DISTINGUEN A LA MATERIA VIVA 



^Que es lo que distingue a la materia viva de la que no tiene vida? El primer 
atributo que nos viene a la mente es la gran complejidad de las criaturas vivas, 
incluso las mas sencillas. Pero la complejidad no es suficiente; hay muchas co- 
sas en el universo que son complejas y que no tienen vida. Un raton muerto es, 
al menos durante un breve periodo de tiempo, casi tan complicado como uno 
vivo. Tampoco podemos diferenciar la materia viva de la que no tiene vida 
simplemente en funcion de la motilidad, puesto que muchas cosas que carecen 
por complete de motilidad (como las setas), estan bien vivas. 

La cualidad principal que diferencia a la vida es la constante renovation de 
una estructura muy ordenada, que se acompana a menudo de un aumento de 
la complejidad de esa estructura. Los organismos crean un orden molecular 
magnifico dentro de ellos mismos y transmiten un patron de ese orden a sus 
descendientes. Esta creacion y duplicacion del orden, que se diferencia del en- 
torno a menudo caotico, es una caracteristica propia de la vida, y parece ir en 
contra de una de las leyes fundamentales del universo, la segunda ley de la ter- 
modinamica. Una forma de expresar esta segunda ley es la siguiente: el desor- 
den global del universo aumenta de manera continua. Pero la segunda ley de la 
termodinamica no exige que el desorden aumente en todos los lugares y en 
todos los momentos; las criaturas vivas son como pequenos remolinos de orden 
dentro de la corriente del universo. No obstante, las leyes de la termodinamica 
exigen que esta creacion local de orden y complejidad en la materia este com- 
pensada por un gasto continuo de energia. Este es el motivo por el que los se- 
res vivos deben captar siempre energia de su entorno, ya sea de la luz solar, 
como hacen las plantas, ya sea del alimento, como hacen los animales. Para 
obtener energia, todo organismo debe interactuar con su entorno y, en muchos 
casos, debe actuar sobre el, como hacemos los seres humanos. Ningun organis- 
mo puede sobrevivir aislado de su entorno. 

Por ultimo, y en cierto sentido lo mas importante de todo, la vida se 
autorreproduce. Se ha sugerido que los “organismos” mas primitivos, en los al- 
bores de la vida, no eran mas que moleculas gigantes que podian dirigir su 
propia replication. El proceso reproductor ha llegado a ser extraordinariamen- 
te complejo a lo largo de la evolution, pero su base continua siendo identica: la 
information que describe la estructura de un organismo se transmite de una 
generation a la siguiente. Asi pues, aunque cada criatura individual deba perder 
finalmente su propia batalla con el caos, la vida en si continua. 

iComo surgio este notable proceso que llamamos vida? No lo sabemos, 
pero si sabemos que es verdaderamente antiguo, casi tan viejo como la misma 
tierra. La tierra se condenso del polvo cosmico hace unos 4.5 miles de millones 
de anos, aunque los trazos reconocibles de microbios vivos tienen 3.8 miles de 
millones de anos, solo 700 millones de anos mas tarde. Es posible que algunos 
de estos organismos primitivos (o proto-organismos) utilizaran bloques de 
construction quimicos ya formados. Por ejemplo, se han encontrado trazas de 
aminoacidos en los meteorites, lo cual demuestra que estas sustancias pueden 
generarse de forma abiotica. 

Cualquiera que sea su origen, sabemos que los primeros organismos de- 
bieron vivir una existencia anaerobia, ya que la tierra carecia de oxigeno libre. 
De hecho, se piensa que todo el oxigeno presente en la actualidad en la atmosfe- 
ra de la tierra es el producto de la fotosintesis de algas y plantas. Probablemente 
se requirieron 1-2 miles de millones de anos para que se acumulara la cantidad 
de oxigeno actual. La vida no solo ocupo este planeta, sino que lo construyo de 



La vida se basa en la creacion y 
duplicacion de orden en un medio 
caotico. Esta ordenacion utiliza 
energia. 



nuevo. 
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CAPlTUIO 1 



EL ALCANCE DE LA BIOQUlMICA 



LA UNIDAD DE LA ORGANIZACION BIOLOGICA: LA CELULA 



Todas las criaturas vivas estan 
formadas por celulas. Todas las celulas 
tienen aproximadamente el mismo 
tamano. 



Uno de los primeros descubrimientos principales de la biologia fue la observa- 
tion de Robert Hooke (1665) de que los tejidos de las plantas (en este caso, el 
corcho) estaban divididos en minusculos compartimientos, a los que denomino 
cellulae o celulas. En 1840, el perfeccionamiento en la observation de muchos 
tejidos llevo a Theodor Schwann a proponer que todos los organismos existen 
bien como celulas unicas o bien como agregados de celulas. Mas de un siglo de 
cuidadosos estudios realizados por los citologos han confirmado esta hipotesis. 

Ademas, las celulas de cualquier organismo son de un tamano bastante si- 
milar. La mayor parte de las celulas bacterianas tienen 1-2 pm de diametro, y la 
mayoria de las celulas de los organismos superiores solo son unas 10-20 veces 
mayores, mientras que las celulas vegetales son algo mas grandes que las ani- 
males. Existen, ciertamente, excepciones: hay bacterias muy pequenas (0.2 pm) 
y existen celulas poco comunes, como las del sistema nervioso de los vertebra- 
dos, que pueden llegar a tener una longitud de mas de 1 m. Pero en compara- 
cion con la gama de tamanos existentes en los organismos naturales (Figura 
1.8), todos los tamanos celulares son muy parecidos. 



FIGURA 1.8 

Tamano de los objetos estudiados por los 
bioquimicos y los biologos. Observese que la 
escala es logantmica. Se indican mediante flechas los 
Ifmites aproximados de los diferentes metodos utilizados 
para observar la estructura. 
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El tamano de las celulas no guarda relation con el tamano del organismo, 
tanto en los vegetales como en los animales. Un elefante y una pulga tienen ce- 
lulas de un tamano aproximadamente igual; lo unico que ocurre es que el ele- 
fante tiene un mayor numero de celulas. ,;Por que se mantiene esa uniformidad 
en el tamano celular? Podemos encontrar una pista en el hecho de que la pro- 
portion superficie/volumen de un objeto de una forma determinada depende 
de su tamano (Figura 1.9). Los procesos qulmicos complejos que se producen 
en una celula y las grandes moleculas que participan en ellos requieren un vo- 
lumen importante. Ademas, la celula debe intercambiar tambien sustancias con 
su entorno, para mantener el metabolismo activo existente en su interior. Una 
celula demasiado grande no tendra la superficie suficiente para que se produz- 
ca este intercambio, a no ser que sea muy alargada, como una celula nerviosa de 
un vertebrado, con lo que aumenta su proportion superficie/volumen. Las ce- 
lulas bacterianas son mas pequenas que las celulas de los organismos superio- 
res porque el metabolismo bacteriano es mas sencillo. Los virus, que son aun 
mas pequenos que las bacterias, no poseen un metabolismo propio, sino que 
existen como parasitos en las celulas que invaden. 

Dado que las celulas son las unidades universales de la vida, las analizaremos 
con mas detalle. Las principales diferencias entre las estructuras celulares defi- 
nen las dos grandes clases de organismos: procariotas y eucariotas. Los pro- 
cariotas, que son siempre unicelulares, comprenden las bacterias verdaderas 
(eubacterias) y una clase antigua denominada arqueobacterias. En la Figura 
1.10 se muestra esquematicamente un organismo procariota caracteristico. Las 
celulas procariotas estan rodeadas por una membrana plasmatica y, general- 



Las dos grandes clases de organismos 
existentes tienen tipos celulares 
diferentes. Las celulas procariotas no 
estan compartimentadas; las celulas 
eucariotas poseen organulos limitados 
por membranas. 



El area superficial aumenta mientras que el volumen 
total continua siendo el mismo 




Longitud 
de un lado 


20 ^m 


10^m 


2 /tm 


Area superficial 
total (altura x an- 
chura x numero 
de lados x nu- 
mero de cubos) 


2400 jum 2 


4800 ^m 2 


24 000 ^m 2 


Volumen total 
(longitud x an- 
chura x altura x 
numero de 
cubos) 


8000 ^m 3 


8000 ^m 3 


8000 f. tm 3 


Proporcion de 
area superficial 
respecto a volu- 
men (area super- 
ficial + volumen) 


0.3 


0.6 


3.0 



FIGURA 1.9 

Manera en la que la proporcion 
superficie/volumen depende del 
tamano. Si dividimos un determinado 
volumen en elementos cada vez mas pequenos, 
la proporcion de la superficie respecto al 
volumen aumenta de manera extraordinaria. 

De esta manera, los objetos pequenos tienen 
una proporcion superficie/volumen mayor que 
los mas grandes y pueden comunicar mejor con 
su ambiente. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith, y J. Hardin, The World 
of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley Longman, 
2000) © Addison Wesley Longman, Inc. 
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0.5 jum 

(b) 



Capsula 
Citoplasma 

Ribosomas 

Pared celular 

Membrana plasmatica 

Area nuclear (nucleoide) 
que contiene el DNA 



Capsula 

Pared celular 
Membrana _ 
plasmatica 
(citoplasmatica) 



FIGURA 1.10 

Celulas procariotas. (a) Imagen 
esquematica de una celula bacteriana 
representativa. La molecula de DNA que 
constituye la mayor parte del material genetico 
esta enrollada en una region denominada 
nucleoide, que comparte el Ifquido del interior 
de la celula (el citoplasma) con los ribosomas 
(que sintetizan las protefnas), otras partfculas y 
una amplia variedad de moleculas disueltas. La 
celula esta limitada por una membrana 
plasmatica, porfuera de la cual suele haber una 
pared celular bastante rfgida. Muchas bacterias 
tienen tambien una capsula externa gelatinosa. 
A partir de la superficie salen vellosidades o pili, 
que fijan la celula a otras celulas o superficies, y 
uno o varios flagelos, que permiten a la celula 
nadar en un medio Ifquido. (b) Fotograffa de 
microscopia electronica de una celula 
bacteriana. Esta imagen se obtuvo mediante un 
corte fino de una celula de la bacteria Bacillus 
coagulans en fase de division. Las areas claras 
corresponden a los dos nucleoides, y los 
granulos oscuros corresponden a los ribosomas. 

(b) Cortesfa de S. C. Holt, University of Texas Health 
Center/BPS. 



mente, tambien por una pared celular rigida. Dentro de la membrana se en- 
cuentra el citoplasma, que contiene el citosol, una solucion o suspension se- 
miliquida concentrada, y las estructuras que estan suspendidas en el mismo. En 
los procariotas, el citoplasma no esta dividido en compartimientos y la infor- 
macion genetica se encuentra en forma de una o varias moleculas de DNA que 
estan libres en el citosol. Tambien estan suspendidos en el citosol los ribosomas, 
que constituyen la maquinaria molecular para la sintesis de proteinas. La su- 
perficie de las celulas procariotas puede poseer pili o vellosidades, que facilitan 
la fijacion del organismo a otras celulas o superficies, y flagelos, que le permi- 
ten nadar. 

El resto de los organismos se denominan eucariotas, y comprenden los ve- 
getales y los animales multicelulares, asi como los organismos unicelulares y 
multicelulares simples denominados protozoos, hongos y algas. En la Tabla 1.2 
se indican algunas de las muchas diferencias existentes entre los eucariotas y los 
procariotas. La mayor parte de las celulas eucariotas son de mayor tamano 
(unas 10 veces mayores) que las celulas procariotas, pero compensan este ma- 
yor tamano mediante una compartimentacidn. Sus funciones especializadas se 
llevan a cabo en organulos, que son estructuras rodeadas por una membrana 
que estan inmersas en el citoplasma circundante. 

En la Figura 1.11 se presentan imagenes esquematicas de celulas idealizadas 
de animales y vegetales. Los organulos mas importantes que son comunes a la 
mayor parte de las celulas eucariotas son las mitocondrias, que se especializan 
en el metabolismo oxidativo; el reticulo endoplasmico que es una estructura de 
membranas plegadas, con abundantes ribosomas y donde tiene lugar gran par- 
te de la sintesis de proteinas; el complejo de Golgi, que son camaras unidas a 
membranas que intervienen en la secrecion y el desplazamiento intracelular de 
las nuevas proteinas, y el nucleo. El nucleo de una celula eucariota contiene la 
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tabla 1.2 Comparacion de algunas propiedades de las celulas procariotas y eucariotas 



Celulas Procariotas Celulas Eucariotas 

0.2-5 f/m de diametro La mayoria tiene 10-50 de diametro 

No Si, con varios tipos de organulos 

Libre en el citoplasma como En el nucleo, condensado con proteinas formando multiples 

nucleoide cromosomas 

Generalmente haploide Casi siempre diploide o poliploide 

Division simple tras la replicacion Mitosis en las celulas somaticas, meiosis en los 
del DNA gametos fc 

“El termino ploidia representa el numero de copias de la informacion genetica que lleva cada celula. Las celulas haploides poseen una sola copia, las celulas diploides 
dos y las celulas poliploides mas de dos. 

b En la mitosis, el estado diploide se mantiene mediante la duplicacion cromosomica, lo cual se produce en la mayoria de las celulas somaticas o "corporales" de los 
organismos. En las celulas que producen los gametos (espermatozoides u ovulos) se produce un proceso algo diferente, denominado meiosis, que da lugar a un es- 
tado haploide. 



Tamano 

Compartimentacion interna 
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informacion genetica de la celula, codificada en el DNA, que esta empaquetado 
en los cromosomas. Una parte de este DNA esta subempaquetado en una re- 
gion densa del interior del nucleo, denominada nucleolo. Alrededor del nucleo 
hay una envoltura nuclear, perforada por poros a traves de los cuales se comu- 
nican el nucleo y el citoplasma. 

Tambien existen organulos especificos de las celulas vegetales o animales. 
Asi, por ejemplo, las celulas animales contienen unos cuerpos digestivos deno- 
minados lisosomas, de los que carecen las celulas vegetales. Por su parte, estas 
tienen cloroplastos, que son los lugares en los que se produce la fotosintesis y, 
generalmente una vacuola grande llena de agua. Ademas, mientras que la ma- 
yor parte de las celulas animales estan rodeadas tan solo por una membrana 
plasmatica, las celulas vegetales suelen tener una pared celular dura de celulo- 
sa por fuera de la membrana. Los cuerpos basales actuan como anclajes para 
los cilios o flagelos en las celulas que poseen estos apendices. 

A menudo resulta util considerar la celula como una fabrica, analogia que 
utilizaremos con frecuencia en los capitulos posteriores. Las membranas en- 
vuelven toda la estructura y separan los distintos organulos, que pueden consi- 
derarse departamentos con funciones especializadas. Asi, por ejemplo, el nu- 
cleo es la administracion central. Contiene, en su DNA, una biblioteca de 
informacion para las estructuras y procesos celulares, y emite instrucciones para 
la regulation adecuada de los negocios de la celula. Los cloroplastos y las mito- 
condrias son los generadores de energia (siendo los primeros solares, y los se- 
gundos quemadores de combustible). El citoplasma es el area de trabajo general, 
en donde la maquinaria proteica (enzimas) lleva a cabo la formation de mo- 
leculas nuevas a partir de las materias primas importadas. Los canales molecula- 
res especiales en las membranas entre los compartimientos y entre la celula y su 
entorno regulan el flujo de moleculas en las direcciones adecuadas. A1 igual que 
las fabricas, las celulas tienden a especializarse en su funcion. Asi, por ejemplo, 
muchas de las celulas de los organismos superiores estan dedicadas en gran par- 
te a la production y exportation de uno o unos pocos productos moleculares. 

Las celulas eucariotas que se presentan en la Figura 1.11 son representaciones 
idealizadas de sus clases. La Figura 1.12, en la que se muestran imagenes micros- 
copicas de varios tipos celulares reales, proporciona una idea mejor de la diver - 
sidad de formas en que las celulas han evolucionado para adaptarse a las necesi- 
dades de los organismos. Pero por muy diferentes que puedan ser estas celulas, 
todas ellas estan formadas por los mismos tipos de moleculas y macromoleculas 
que hemos comentado en el apartado anterior. La Figura 1.13 nos da una idea de 
la forma en que estos tipos de moleculas estan distribuidos en una celula. 
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figura 1.11 

Celulas eucariotas. (a) Imagen esquematica de una celula animal 
representativa. (b) Fotograffa de microscopia electronica de una celula animal. 
En la microfotograffa se observa un corte fino de un leucocito. (c) Imagen 
esquematica de una celula vegetal caracteristica. Observese la presencia de 
cloroplastos, una vacuola grande y una pared celular rigida, que diferencia a 
esta celula de una celula animal, (d) Fotograffa de microscopia electronica de 
una celula vegetal. La microfotograffa muestra un corte fino de una celula de 
una hoja de Coleus. 

(a. c) Tornado de Neil Campbell, Jane Reece, y Larry Mitchell, Biology, 5 a ed. (Menlo Park, CA: Addison 
Wesley Longman, 1 999) © Addison Wesley Longman, Inc.; (b) Courtesy of R. Rodewald, University of 
Virginia/BPS; (d) W. P. Wergin; courtesy of E. H. Newcomb, University of Wisconsin-Madison. 
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(a) Una celula nerviosa de la 
medula espinal humana 




1 



(b) Un linfocito B inmaduro 




(c) Celulas de la hoja del helecho 
Salvinia 



FIGURA 1.12 

Ejemplos de celulas. El 

recuadro (a) corresponde a una 
imagen de microscopia optica, el 
recuadro (b) a una de 
microscopia electronica de 
transmision y el recuadro (c)a 
una de microscopia electronica de 
barrido. 

(a) © Ed Reschke; (b) Cortesfa de la Dra. 
Dorothea Zucker-Franklin, New York 
University School of Medicine; (c) Cortesfa de 
Judith Croxdale, Universidad de Wisconsin, 
Madison. 
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FIGURA 1.1 3 

Distribucion de las biomoleculas en una 
celula. La celula vegetal de la Figura 1 .1 1 c se 
presenta aqul indicando la composicion 
molecular predominante de los diferentes 
elementos estructurales identificados. 

de Neil Campbell, Jane Reece, y Larry Mitchell, Biology, 
5 a ed. (Menlo Park, CA: Addison Wesley Longman, 1999) © 
Addison Wesley Longman, Inc. 

Vacuola: Moleculas pequenas 



Cloroplasto: Lipido, proteina, 
Acido nucleico 



Citoplasma: proteina, moleculas pequenas 



Complejo de Golgi: Lipido, proteina, polisacarido 



Mitocondria: Lipido, proteina, 
Acido nucleico 



Ribosomas: Acido nucleico, proteina, 



VENTANAS SOBRE LA FUNCION CELULAR: LOS VIRUS 

Para analizar el metabolismo y el procesamiento de la information genetica, los 

bioquimicos han contado con la inestimable ayuda de los virus. Los virus no |_ os v j rus son parasitos intracelulares 
son celulares, y se describen, por tanto, como “entidades biologicas” en lugar de q Ue u tj|j zan la maquinaria y las fuentes 

como organismos; son parasitos intracelulares que tan solo pueden crecer in- ^ ener gf a ,-jg \ a C elula para replicarse 

vadiendo celulas. Los virus estan formados generalmente por una molecula de 
acido nucleico (ya sea DNA, ya sea RNA) recubierta por una envoltura que 
esta formada en su mayor parte o completamente por proteina. La envoltura 
esta especializada en permitir que la particula virica entre en determinadas ce- 
lulas vegetales, animales o bacterianas. En la Figura 1.14 se muestran las es- 
tructuras de varios virus representatives. 

Dado que los virus no contienen una maquinaria metabolica propia, deben 
utilizar la de la celula hospedadora para reproducirse. A1 estudiar las condicio- 
nes necesarias para la replication del virus, podemos obtener pruebas sencillas 
sobre la manera en que actua la maquinaria celular. Los virus nos proporcio- 
nan, pues, ventanas utiles sobre las funciones celulares que ellos comparten 





(b) Adenovirus 




(c) Bacteriofago lambda 

FIGURA 1.14 



Ejemplos de virus. 



(a. b) Cortesfa de Frederick A. Murphy, Centers for Disease 
Control and Prevention; (c) Cortesfa del Dr. R. C. Williams, 
University of California, Berkeley. 
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durante la infeccion. Asi, por ejemplo, los virus mas pequenos que contienen 
DNA replican este utilizando unicamente las enzimas de la celula hospedadora. 
Dado su pequeno tamano, estas moleculas de DNA virico pueden aislarse y 
caracterizarse con mucha mayor facilidad que las moleculas de DNA gigantes 
de los cromosomas celulares. Los virus de mayor tamano estimulan la forma- 
cion de nuevas enzimas tras la infeccion, y los genes del virus especifican las 
estructuras de estas enzimas. Los estudios de estas enzimas han aclarado los 
mecanismos de regulation genetica y han identificado objetivos para el trata- 
miento de las enfermedades viricas. 



Nuevas herramientas en la revolucion biologica 

Desde sus mismos comienzos, la bioquimica ha sido una ciencia mucho mas 
experimental que teorica. El conocimiento se ha desarrollado mas a partir de 
los intentos de explicar las observaciones de laboratorio que a partir de los ex- 
perimentos disenados para comprobar las teorias. Asi, por ejemplo, los her- 
manos Buchner no intentaban demostrar que la fermentation del azucar para 
dar etanol podia producirse fuera de la celula. Fue mas bien su observation ca- 
sual de que este hecho tenia lugar lo que activo los avances que condujeron a 
entender el metabolismo de los hidratos de carbono. 

El caracter experimental de la bioquimica tiene dos corolarios importantes. 
En primer lugar, para comprender la bioquimica, es preciso entender los expe- 
rimentos esenciales y las tecnicas experimentales en las que se fundamentan 
nuestros conocimientos comunes. Ese es el motivo por el que en este libro se 
incluyen descripciones separadas de la metodologia experimental en los apar- 
tados de Herramientas de la Bioquimica que se presentan al final de muchos de 
los capitulos. En segundo lugar, el crecimiento espectacular del conocimiento 
bioquimico que se ha producido a lo largo de las cuatro dltimas decadas se 
debe directamente al descubrimiento de muchas metodologias de investiga- 
tion potentes, que constituyen el arsenal de la revolucion biologica. En la Figura 
1.15 se situa en el tiempo parte de estos descubrimientos. 

Probablemente el ejemplo que resulte mas familiar al lector sea la clonacion 
de genes, que data de aproximadamente el ano 1973. Nuestra capacidad para 
aislar cualquier gen que se desee, leer su informacion y manipularlo para que 
pueda formarse cualquier producto genico en cantidades practicamente ilimi- 
tadas, ha transformado toda la biologia. Sin embargo, la clonacion genica no es 
mas que uno de una larga serie de avances experimentales que han transfor- 
mado la bioquimica y la biologia de maneras igualmente fundamentales. Asi, 
por ejemplo, la introduction de los isotopos radiactivos fue esencial para acla- 
rar la mayor parte de las rutas metabolicas; la cristalografia de rayos X permi- 
tio la localization estructural de cada atomo en la estructura proteica; y la elec- 
troforesis en gel bidimensional hizo posible la visualization y cuantificacion de 
la practica totalidad de las miles de moleculas de proteinas existentes en una ce- 
lula. La cantidad de informacion generada por las nuevas metodologias es tan 
amplia que seria casi inutilizable si no se produjeran avances paralelos en la tec- 
nologia informatica y de procesamiento de datos. 



Aplicaciones de la bioquimica 

La bioquimica es una disciplina de investigacion, pero los resultados de la 
investigacion bioquimica se utilizan ampliamente en el mundo fuera del la- 
boratorio, por ejemplo, en la agricultura, las ciencias medicas, la nutrition 
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y otros muchos campos. En quimica clmica, las determinaciones bioquimi- 
cas en las personas facilitan el diagnostico de las enfermedades y el segui- 
miento de las respuestas al tratamiento. Por citar un solo ejemplo, en la 
actualidad las enfermedades hepaticas se diagnostican y se controlan me- 
diante las medidas de las actividades sangumeas de las enzimas denominadas 
transaminasas y de un producto de degradacion de la hemoglobina que se 
denomina bilirrubina. 

La farmacologla y la toxicologla se ocupan de los efectos de las sustancias 
qulmicas externas sobre el metabolismo. Los farmacos y los productos toxicos 
actuan generalmente interfiriendo sobre rutas metabolicas especificas. Un buen 
ejemplo de ello es el antibiotico penicilina, que destruye las bacterias median - 
te la inhibicion de una enzima que sintetiza un polisacarido esencial de la pared 
celular bacteriana. Dado que las celulas animales no sintetizan estos polisacari- 
dos, no se ven afectadas por este inhibidor, que puede, por tanto, utilizarse te- 
rapeuticamente. Una perspectiva especialmente atractiva de la bioquimica con- 
temporanea es la de crear los denominados farmacos de diseno. Si el lugar de 
accion de un farmaco es una enzima o un receptor proteico, la determinacion 
de la estructura molecular detallada del objetivo nos permite disenar inhibido- 
res que se unan a el con una selectividad elevada. En la actualidad se estan pro- 
bando los primeros productos de esta arquitectura farmacoldgica. A mediados 
de los anos 1980, se empezaron a determinar las estructuras moleculares deta- 
lladas de los virus, con lo cual se abrio tambien la posibilidad del diseno logico 
de agentes antivlricos. 

Los herbicidas y los pesticidas actuan, en muchos casos, de forma similar, 
mediante el bloqueo de enzimas o receptores del organismo. Las primeras ge- 
neraciones de estos agentes toxicos (como el DDT) eran tan inespecificas en sus 
efectos que a menudo afectaban a organismos distintos de los que se pretendia 
atacar, con lo que se producian con frecuencia danos graves e imprevistos en el 
medio ambiente. Ademas, el empleo indiscriminado de estos agentes dio origen 
a poblaciones resistentes de los organismos, con lo que fue necesario utilizar un 
numero de productos toxicos cada vez mayor. La bioqulmica permite com- 
prender las acciones de los herbicidas y los pesticidas, aumentar su selectividad, 
y comprender y abordar los mecanismos mediante los cuales los organismos se 
hacen resistentes a ellos. Asi pues, la bioqulmica ha pasado a ser un elemento 
importante de la ciencia medioambiental. 

L inalmente, mediante la ingenieria genetica y la clonacion, en un futuro 
proximo llegara un progreso notable de la agricultura. Ya se encuentran en 
produccion plantas modifkadas geneticamente y se ha producido con exito la 
clonacion de criaturas tan grandes como una oveja. 
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El objetivo de la ciencia de la bioquimica es explicar la vida en terminos mo- 
leculares, puesto que actualmente sabemos que no existen diferencias funda- 
mentales entre la materia viva y la que no lo es. La bioquimica moderna ex- 
trae sus conocimientos de la quimica, la biologia celular y la genetica, y utiliza 
tecnicas prestadas de la fisica. Los descubrimientos que se han realizado en 
todas estas ciencias han contribuido a impulsar una verdadera biologia mo- 
lecular. 

Aunque la bioquimica estudia organismos, celulas y componentes celulares, 
se trata fundamentalmente de una ciencia quimica. La quimica basica es la co- 
rrespondiente al carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno, pero los organismos 
utilizan otros muchos elementos en cantidades menores. Muchas de las sus- 
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tancias biologicas importantes son moleculas gigantes, polimeros de unidades 
monomericas mas sencillas. Estos biopolimeros son los polisacaridos, las pro- 
teinas y los acidos nucleicos. Los lipidos constituyen el cuarto grupo funda- 
mental de sustancias de importancia biologica. 

La caracteristica distintiva de la materia viva es el empleo de la energia para 
crear y duplicar la estructura de una manera ordenada. Todos los organismos 
vivos estan formados por una o mas celulas, y estas celulas son de un tamano 
bastante similar. Sin embargo, los dos grandes tipos de organismos, procariotas 
y eucariotas, presentan unas estructuras celulares basicamente diferentes. Asi, 
las celulas procariotas no estan compartimentadas y carecen de los organulos 
con membranas que son caracteristicos de las celulas eucariotas. Los virus son 
parasitos intracelulares, basicamente portadores de acido nucleico y para du- 
plicate a si mismos utilizan la maquinaria de reproduction y las fuentes de 
energia de la celula hospedadora. 

La bioquimica es una ciencia experimental, y los notables avances que se 
han producido en la misma se deben en gran parte a la aparicion de tecnicas de 
laboratorio nuevas de gran capacidad. La bioquimica ha tenido una influencia 
importante en la medicina, la agricultura, la nutrition, la ecologia y otras mu- 
chas facetas de la vida. 



HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 1A 



La microscopia a varios niveles 



El microscopio optico y sus limitaciones 

Todos los estudiantes de ciencias estan familiarizados con el 
microscopio optico (Figura 1A.1); la mayoria de ellos lo han 
utilizado. Este fue el instrumento que hizo posible la biologia 
celular. De hecho, puede decirse que este campo tuvo su inicio 
con los primeros estudios microscopicos realizados por 
Hooke. Generaciones de biologos han seguido los pasos de 
Hooke con instrumentos cada vez mejores. Pero cuando la 
biologia ha profundizado mas en los detalles de la vida, la mi- 
croscopia optica ha llegado a sus limites. 

Para comprender por que existen estos limites, debemos 
considerar una magnitud denominada resolucion de un mi- 
croscopio. La resolucion (r) se define cuantitativamente como 
la distancia minima entre dos objetos para que estos puedan 
distinguirse como objetos separados. Viene dada por la si- 
guiente ecuacion 



0.6U 
n sen a 



(1 A. 1 ) 



longitud de onda para alterar las ondas lo suficiente como 
para proporcionar information. 

Las aperturas angulares de los mejores microscopios opti- 
cos son de aproximadamente 70°, por lo que, aunque se utili- 
ce una luz azul oscura de una longitud de onda de 450 nm 
y el medio existente entre la muestra y el objetivo sea el aire 
(n = 1), obtenemos 



r = 



0.61 X 450 
1.0 x sen 70° 



= 300 nm = 0.3 pm 



(1A.2) 



en donde A es la longitud de onda de la radiacion utilizada, n 
es el indice de refraction del medio existente entre la muestra 
y la lente objetivo, y a es la apertura angular del objetivo. La 
cantidad sen a es basicamente una medida del poder de con- 
centration de la radiacion que posee el sistema de lentes. La 
resolucion depende basicamente de la longitud de onda, pues- 
to que los objetos deben ser de un tamano comparable a la 



Este valor corresponde al limite practico de resolucion del 
microscopio optico. Puede conseguirse algo mas de resolu- 
cion mediante el empleo de una luz proxima al ultravioleta, 
pero la absorcion de dicha luz por los materiales celulares li- 
mita su utilidad. Las imagenes fotograficas pueden ampliarse, 
pero no tiene sentido ampliar una imagen mas alia del punto 
en el que su resolucion sea la que el ojo humano puede dis- 
cernir. Dado que nuestros ojos pueden distinguir imagenes 
con una separation de 0.3-0. 6 mm, los mejores microscopios 
opticos poseen una capacidad de aumento maxima de alre- 
dedor de 1000-2000 (ampliando 0.3 pm 2000 veces se obtiene 
0.6 mm). Una mayor ampliation de la imagen carece de utili- 
dad, puesto que solo se consigue que aumente la difumina- 
cion. Para mejorar estos resultados de manera importante, 
fue necesario utilizar una radiacion de longitud de onda mu- 
cho mas corta, una radiacion que no podemos ver pero que 
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FIGURA 1 A.1 

Estructura del microscopio optico y del 
microscopio electronico de 
transmision. Las dos imageries no estan a la 
misma escala, ya que el microscopio electronico es 
mucho mayor que un microscopio optico 
convencional. 




nos permite producir una imagen fotografica. De esta forma 
nacio en los anos 1930 el microscopio electronico. 

Microscopia electronica de transmision 

Existen varios tipos de microscopios electronicos. El primer 
tipo que se utilizo fue el microscopio electronico de transmi- 
sion (MET), que recibe este nombre porque detecta los elec- 
trones que se transmiten a traves de una muestra. En la Figura 
1A.1 se compara el microscopio electronico de transmision 
con el microscopio optico. Un filamento de wolframio emite 
un haz de electrones, que se acelera mediante un campo elec- 
trico. Las lentes magneticas enfocan el haz, de la misma forma 
que las lentes de vidrio enfocan un haz de luz en el microsco- 
pio convencional. La clave para la obtencion de una mayor re- 
solution es que los electrones, al igual que los fotones de la 
luz, tienen una naturaleza de tipo particula y de tipo onda. Un 
foton o un electron que se mueve con una energia E esta ca- 
racterizado por una longitud de onda 

A=-| (1 A.3) 

en donde h es la constante de Planck (6.626 X 10 -27 erg-s = 
= 6.626 X 10 -34 J-s). Cuando los electrones se aceleran me- 
diante 50 000-100 000 voltios entre el catodo y el anodo, sus 
longitudes de onda son mucho mas cortas que las de la luz vi- 
sible; en realidad, inferiores a 1 nm. Esta longitud de onda 
predeciria una resolucion mejor que 1 nm para un microsco- 
pio electronico de transmision. Algunas consideraciones prac- 
ticas hacen que el limite operativo se situe alrededor de 2 nm 
para la mayor parte de los instrumentos. No obstante, esta 
resolucion es unas 100 veces mejor que la que puede conse- 
guirse con el mejor microscopio optico: un buen microscopio 
electronico de transmision puede proporcionar generalmen- 
te una ampliation de mas de 100 000 veces. 



Por muy clara que sea esta ventaja, la microscopia elec- 
tronica de transmision tiene ciertos inconvenientes. El haz de 
electrones requiere el mantenimiento de un vacio elevado en 
todo el instrumento, incluyendo la camara en la que se colo- 
ca la muestra. Elio implica, a su vez, que tan solo pueden exa- 
minarse muestras completamente desecadas. Aunque se han 
disenado muchos metodos para la fijacion y el secado, siem- 
pre existe la posibilidad de inducir cambios en las muestras. 
Naturalmente no es posible examinar estructuras vivas. 

En la Figura 1A.2 se muestran algunos de los metodos uti- 
lizados para la preparation de muestras para la microscopia 
electronica de transmision. Las energias de los electrones en la 
mayor parte de los microscopios de transmision no les per- 
miten penetrar en las muestras gruesas (>100 nm). En conse- 
cuencia, las muestras celulares deben fijarse, tenirse y cortar- 
se de manera muy fina con un ultramicrotomo (Figura 
lA.2a). Las particulas como los virus y las moleculas grandes 
pueden depositarse directamente sobre una fina pelicula sos- 
tenida por una rejilla de cobre. Pero el contraste entre esta 
particula y el fondo no es suficiente, por lo que generalmente 
la muestra se tine negativamente (Figura lA.2b) o se ensom- 
brece (Figura lA.2c). Otras tecnicas especiales, como la frac- 
tura por congelation y el grabado por congelation se comenta- 
ran en capitulos posteriores. 

Microscopia electronica de barrido 

Un tipo de tecnica muy distinta es la denominada microscopia 
electronica de barrido (MEB). En la Figura 1A.3 se presenta 
un esquema de un microscopio electronico de barrido. En este 
caso, el haz de electrones se desplaza en uno y otro sentido a 
traves de la muestra, siguiendo un patron originado por el ge- 
nerador de barrido y el deflector del haz, y los electrones se- 
cundarios emitidos por el punto en el que el haz choca sobre 
la superficie de la muestra son captados por un detector. La 
imagen se presenta entonces en una pantalla de video, cuya 
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Q Se fija la muestra Q Se incluye 
en aldehido y se la muestra 

tine con 0s0 4 para en un bloque 

incrementar de plastico. 

el contraste. 



Q Se realizan 
cortes finos 
con un 

ultramicrotomo. 



Q Se colocan los 
cortes sobre 
una rejilla 
de cobre para 
el examen. 




(a) Corte y tincion con 0s0 4 



o Musculo esqueletico tenido 



0.1 fjm 




Q Se recogen las particulas 
sobre una rejilla de cobre 
cubierta con una fina 
pelicula de plastico. 



o Se coloca sobre 
la rejilla una gota 
de tincion con un 
metal pesado. 



(b) Tincion negativa 



Q El metal pesado forma 
una capa alrededor de 
la particula, que se observa 
luego de forma mas 
transparente que el fondo. 



- 




Q Fibras de proteina muscular con tincion 
negativa 




Q Las particulas se ^ Se deposits el metal 
depositan sobre formando un angulo 

una lamina de mica. mientras se mantiene el 



vacio y se forma con ello 
una replica de la muestra. 

(c) Ensombrecimiento 

FIGURA 1A.2 




^ La muestra se elimina 
por disolucion y se 
coloca la replica 
metalica sobre una 
rejilla para su examen. 




Q Fibras de proteina muscular 
ensombrecidas 



o.i /m 



Tres metodos de preparacion de muestras para la microscopia electronica de transmision. 



Cortesfa de T. Pollard y P. Maupin from Electron Microscopy in Biology, Vol. II, J. D. Griffith, ed.; © 1982 by John Wiley and Sons, Inc. 
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superficie se rastrea en correspondencia con el barrido de la 
muestra. El metodo de la MEB no alcanza la resolucion de la 
MET, pero es excelente para obtener imagenes extraordinaria- 
mente claras de las superficies de objetos minusculos, como 
puede observarse en la Figura 1A.4. La preparation para los 




FIGURA 1 A.4 



Fotografi'a de microscopia electronica de barrido en la que 
se observa la fagocitosis. En esta imagen de X 4300 aumentos, 
un macrofago esta engullendo varias E. coli en forma de bastoncitos. 
© Lennart Nillson, Boehringer Ingelheim International/Albert Bonniers Forlag AB. 



estudios de MEB no requiere realizar cortes, aunque la mues- 
tra debe fijarse y secarse para que se mantenga estable en el va- 
tio elevado y suele recubrirse con una capa fina de oro para fa- 
cilitar la emision de los electrones secundarios. 

Existe otra tecnica que debe mencionarse, aunque por el 
momento solo se utiliza en un numero limitado de laborato- 
ries; se trata de la microscopia electronica de transmision con 
barrido (METB). En este metodo, el haz de electrones se des- 
plaza por toda la muestra, como en la MEB, pero se detecta en 
transmision. El metodo tiene la ventaja de que, a veces, per- 
mite utilizar muestras sin fijar ni tenir. Ademas, la absorcion 
de electrones de diferentes energlas proporciona information 
acerca de la composition de distintas partes de la muestra. 

Microscopia confocal de barrido laser 

Aparte de los problemas de resolucion mencionados en la pa- 
gina 24, existe otra limitation fundamental en el uso de la mi- 
croscopia optica convencional para el estudio de la estructura 
interna de las celulas y otras muestras biologicas. A resolucion 
elevada (~0.3 /jm) la profundidad de enfoque de un micros- 
copio optico sera de unos 3 jum, con lo que la superposition de 
imagenes de material en este corte grueso oscurecera los deta- 
lles. Para solventar este problema se diseno el microscopio con- 
focal. Como se presenta en la Figura 1A.5, un rayo de luz, con 
preferencia un laser, se enfoca sobre un volumen muy pequeno 
al nivel que se desee dentro de la muestra. La luz fluorescente o 
reflejada por este punto se envia de vuelta a un detector a tra- 
ves de un poro que excluye la luz dispersada por otras regio- 
nes. Se realiza un barrido hacia atras y hacia delante de la po- 
sition del lugar iluminado a traves de la muestra, siempre al 
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FIGURA 1 A.5 

Diagrama que explica el principio de la 
microscopia confocal de barrido laser. Se 

pasa un rayo laser a traves de un escaner x-y, 
colimado a un pequeno punto por las lentes del 
objetivo. La luz que fluoresce se recoge por el 
objetivo y se dirige mediante un espejo dicroico 
(un espejo que refleja la luz fluorescente pero no la 
luz del laser de longitud de onda mas corta) hacia 
un poro de apertura localizado en el piano de la 
imagen conjugada. La luz que surge del piano del 
objetivo del foco pasa a traves del poro a un 
detector fotomultiplicador. La luz por encima o por 
debajo del piano focal del especimen golpea las 
paredes de la apertura y no se transmite. 

Tornado de J. Lemasters, et al., Optical Microscopy: Emerging 
Methods and Applications, editado por B. Herman y J. Lemasters, 
pp. 339-354. (San Diego: Academic Press, 1996). © 1993 
Academic Press, Inc. 




mismo nivel. La imagen que se construye electronicamente de 
esta manera representa un “corte” muy fino de elevada resolu- 
tion a traves de la muestra y puede tambien repetirse a dife- 
rentes niveles para construir una imagen tridimensional. 

El metodo es mas potente cuando se emplea una detection 
fluorescente, ya que pueden localizarse de forma precisa es- 
tructuras o sustancias marcadas de manera especifica en el 
interior de la celula. Como el metodo es relativamente poco 
destructor, puede emplearse para el seguimiento de procesos 
dinamicos en las celulas. Por ejemplo, se ha empleado para se- 
nalar los lugares dentro de un nucleo celular donde esta te- 
niendo lugar la replication activa del DNA. El rapido diseno 
de sondas fluorescentes mas versatiles y discriminadoras esta 
haciendo a la microscopia confocal una tecnica fundamental 
de la bioquimica celular. 

Microscopia de tunelizacion de barrido 
y microscopia de fuerza atomica 

Muy recientemente, se ha construido un nuevo tipo de mi- 
croscopio muy notable. La microscopia de tunelizacion de ba- 
rrido utiliza una punta de metal muy fina, cargada electrica- 
mente, que se desplaza por la muestra. Cuando los electrones 
se escapan (tunelizan) entre la punta y la superficie de apoyo 
de la muestra, la resistencia que encuentran varia segiin la al- 
tura de los objetos microscopicos situados sobre su superficie. 
Las fluctuations resultantes de la corriente producen una 
imagen en video de la superficie, con una resolution compa- 
rable a la de un microscopio electronico. En la microscopia de 
fuerza atomica (Figura 1A.6), se arrastra o se golpea con una 



punta extremadamente cortante hacia atras y hacia delante a lo 
largo de la muestra y se detecta un movimiento arriba y abajo 
por la deflexion de un haz laser reflejado fuera del voladizo 
que sostiene la punta. Este movimiento se amplifica de mane- 

Laser 



C Lente 




Principio de la microscopia de fuerza atomica. La potencia del 
cristal piezoelectrico se regula para mover la muestra en sentido ascendente 
y descendente y mantener la punta a una altura constante mientras se 
examina la muestra. 
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ra muy notable para dar un mapa del contorno del objeto. 
Ambas tecnicas tienen la enorme ventaja respecto a la micros- 
copia electronica de que pueden estudiarse muestras hume- 
das, e incluso en inmersion. Ambas tecnicas estan aun en fase 
de perfeccionamiento y tienen unas posibilidades fascinantes. 
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CAPITULO 2 



La matriz de la vida: interacciones 
debiles en un medio acuoso 



Las macromoleculas que participan en la matriz estructural y fun- 
cional de la vida son estructuras inmensas que se mantienen unidas mediante 
enlaces covalentes fuertes. Con todo, el enlace covalente por si solo no puede 
describir la complejidad de la estructura molecular en biologia. Las interaccio- 
nes mucho mas debiles son responsables de la mayor parte de la arquitectura ce- 
lular tan elegante que se ve en las fotografias de microscopia electronica del 
Capitulo 1. Se trata de las interacciones no covalentes, tambien denominadas 
fuerzas no covalentes o enlaces no covalentes, que se producen entre iones, mo- 
leculas y partes de las moleculas. 

Considerense las macromoleculas presentadas en el Capitulo 1. La secuen- 
cia lineal de residuos de nucleotidos en una cadena de DNA se mantiene por en- 
laces covalentes. Pero, el DNA tiene tambien una estructura tridimensional 
muy especifica, que esta estabilizada por interacciones no covalentes entre di- 
ferentes partes de la molecula. De modo parecido, cada clase de proteina esta 
formada por aminoacidos unidos covalentemente, pero tambien esta plegada en 
una conformacion molecular especifica mediante fuerzas no covalentes. Las 
proteinas interactuan con otras moleculas de proteina o con el DNA para for- 
mar niveles de organization aun mayores, que en ultima instancia conducen a 
las celulas, los tejidos y los organismos completos. Toda esta complejidad se ex- 
plica por innumerables interacciones no covalentes que se producen dentro de 
las macromoleculas y entre las macromoleculas. 

^Que es lo que hace que las interacciones no covalentes sean tan importan- 
tes en biologia y en bioquimica? La respuesta se encuentra en la Figura 2.1, que 
compara las energias de enlace no covalente y covalente. Los enlaces covalentes 
mas importantes en biologia (como los C — C y C — H) tienen energias de en- 
lace que oscilan entre 300 y 400 kj/mol. Los enlaces no covalentes relevantes en 
biologia son de 10 a 100 veces mas debiles. Son esenciales precisamente porque 
sus enlaces son debiles, y esto les permite romperse y volver a formarse conti- 
nuamente en la interaction molecular dinamica que es la vida. Esta interaction 
depende de los rapidos intercambios de parejas moleculares, que podrian no 
producirse si las fuerzas intermoleculares fueran tan fuertes que bloquearan las 
moleculas en una conformacion y en una localization. 






Las interacciones no covalentes son 
interacciones debiles entre iones, 
moleculas y partes de las moleculas. 
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FIGURA 2.1 

Energlas de los enlaces covalentes y no 
covalentes. Las energies caractensticas de 
los enlaces no covalentes son de uno a dos 
ordenes de magnitud mas debiles que las 
energlas de los enlaces covalentes que 
aparecen con mas frecuencia en los 
compuestos bioqulmicos. 



En las interacciones no covalentes 
siempre estan implicadas cargas 
electricas. 



Por lo tanto, si queremos entender la vida, debemos conocer las interaccio- 
nes no covalentes. Ademas, debemos saber como se comportan estas interac- 
ciones en un medio acuoso, puesto que todas las celulas de todos los organismos 
de la tierra estan banadas e impregnadas de agua. Esto sucede tanto en los or- 
ganismos que se encuentran en los desiertos aridos, como en los que se en- 
cuentran en las profundidades marinas. El agua es el componente principal de los 
organismos: en la mayoria de los casos representa el 70% o mas de su peso total. 

Este capitulo describe, en primer lugar, las interacciones no covalentes y 
luego muestra el notable efecto de las propiedades del agua sobre dichas inte- 
racciones. 



Naturaleza de las interacciones no covalentes 

Las moleculas y los iones pueden interactuar de forma no covalente de varios 
modos, tal como se describe en este apartado y se resume en la Figura 2.2. To- 
das estas interacciones no covalentes son fundamentalmente de naturaleza elec- 
trostatica, es decir, dependen de las fuerzas que las cargas electricas ejercen en- 
tre ellas, aunque esto no se detecta facilmente en algunos casos. 



INTERACCIONES CARGA-CARGA 



La interaccion no covalente mas sencilla es la interaccion electrostatica entre un 
par de particulas cargadas. Muchas de las moleculas que se encuentran en las ce- 
lulas, entre ellas las macromoleculas como el DNA y las proteinas, tienen una 
carga electrica neta. Ademas de estas moleculas, la celula contiene abundantes 
iones pequenos, tanto cationes como Na + , K + y Mg 2+ , como aniones como 
Cl - y H0P0 3 2 . Todas estas entidades con carga ejercen fuerzas sobre las demas 
(vease la Figura 2.2a). La fuerza entre un par de cargas q 1 y q 2 , separadas en el 
vatio por una distancia r, viene determinada por la ley de Coulomb: 



donde k es una constante cuyo valor depende de las unidades utilizadas*. Si q 1 
y q 2 tienen el mismo signo, F es positiva, de modo que un valor positivo signi- 
fica repulsion. Si una carga es + y la otra -, F es negativa, lo que representa atrac- 
cion. Son estas interacciones carga-carga las que estabilizan un cristal de una sal, 
como el que se muestra en la Figura 2.3. 

El entorno biologico, obviamente, no es el vacio. En una celula, las cargas 
siempre estan separadas por agua o por otras moleculas o partes de moleculas. 
La existencia de este medio dielectrico entre las cargas tiene el efecto de apan- 
tallarlas de las otras, de modo que la fuerza real es siempre inferior a la que nos 
da la ecuacion (2.1). Este efecto apantallador se expresa anadiendo a la ecuacion 
(2.1) un numero sin dimension: la constante dielectrica (e): 



F=k^- 



( 2 . 2 ) 



Toda sustancia que actue como un medio dielectrico tiene un valor caracteris- 
tico de £. Cuanto mas elevado es este valor, mas debil es la fuerza entre las car- 
gas separadas. La constante dielectrica del agua es elevada, aproximadamente 80, 
mientras que las sustancias organicas generalmente tienen valores muy infe- 



* En el sistema c.g.s. (centlmetro-gramo-segundo), con las cargas en unidades electrostaticas, k es la 
unidad. En este libro utilizamos el SI, o sistema internacional de unidades. En este caso, q 1 y q 2 estan 
en culombios (C), r en metros (m), yk = 1/(47T£ 0 ). La cantidad £ 0 es la permisividad de un vacio y tiene 
el valor de 8.85 X 10 -12 J -1 C 2 m _1 , donde J es la unidad de energla en julios. F esta en newtons (N). 
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Dependencia de la energia 


Tipo de interaccion 


Modelo 


Ejemplo 


con la distancia 



(a) Carga-carga 

Fuerza con el intervalo mas largo; no 
direccional 




— NH 



3 




Hr 



(b) Carga-dipolo 

Depende de la orientacion del dipolo 




— NH 3 q 0 q + 
H 



llr 2 



(c) Dipolo-dipolo 

Depende de la orientacion mutua 
de los dipolos 

(d) Carga-dipolo inducido 

Depende de la polarizabilidad de la 
molecula en la que se ha inducido el dipolo 




Hr 3 



1/r 4 



(e) Dipolo-dipolo inducido 

Depende de la polarizabilidad de la 
molecula en la que se ha inducido el dipolo 

(f) Dispersion 

Implica la sincronizacion mutua 
de las cargas fluctuantes 




1/r 5 



1/r 6 



(g) Repulsion de van der Waals 

Tiene lugar cuando los orbitales 
electronicos mas externos se solapan 



1/r 12 



(h) Enlace de hidrogeno 

Atraccion de las cargas + enlace 
covalente parcial 




Donador Aceptor 



\ / 

N — • ■ -o =C 
/H H \ 

Longitud del 
enlace de hidrogeno 



Longitud del enlace fijo 



FIGURA 2.2 

Clases de interacciones no covalentes. El dipolo inducido (d, e) 
y las fuerzas de dispersion (f) dependen de una distorsion en la 
distribucion electronica de un atomo o molecula no polar. Los sfmbolos 
q f, q + indican una fraccion de la carga de un electron o un proton. 



riores, entre 1 y 10. A continuation, consideraremos la razon de este elevado va- 
lor de e en el agua, cuya principal consecuencia es que las particulas cargadas in- 
teraccionan bastante debilmente entre ellas en un medio acuoso a menos que es- 
ten muy cerca. 

La ley de Coulomb expresa una fuerza-, es decir, es una descripcion cuanti- 
tativa de una interaccion. Sin embargo, cada interaccion implica un cambio 
de energia, y como nos ocupamos de los cambios de energia en los procesos bio- 
logicos, estamos especialmente interesados en la energia de interaccion (U).Se 
trata de la energia necesaria para separar dos particulas cargadas desde una 
distancia r a una distancia infinita; es decir, separarlas superando la fuerza elec- 
trostatica. La energia de interaccion viene dada por la ecuacion (2.3) que es pa- 
recida a la ecuacion (2.2): 

U=k^ ( 2 . 3 ) 




FIGURA 2.3 



Interacciones carga-carga en un cristal 
ionico. Los cristales ionicos se mantienen 
unidos mediante interacciones carga-carga 
entre iones positivos y negativos. En un cristal 
de cloruro sodico, cada ion sodio esta rodeado 
por seis iones cloro, y cada ion cioro esta 
rodeado por seis iones sodio. 



er 



Foto por cortesfa de Stephen Frisch. 
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9 Q 
C = 0 

NH 



q 

o 

/ \ 

H H 

9 + 9 + 



.i n , /A\ 

/q ^2 

a 

(a) Monoxido de carbono (b) Agua 
FIGURA 2.4 

Moleculas dipolares. (a) Monoxido de 
carbono: el exceso de carga negativa (qr) sobre 
el oxfgeno junto con la correspondiente carga 
positiva (q + ) sobre el carbono crea un 
momento dipolar orientado a lo largo del eje 
C — O. (b) Agua: el exceso de carga negativa 
sobre el O junto con el exceso de carga 
positiva sobre cada H crea dos momentos /u y 
p 2 , orientados a lo largo de los enlaces H — O. 
Su suma vectorial (p) representa el momento 
dipolar de la molecula. 



Algunas moleculas son dipolos e 
interactuan por tener momentos 
dipolares. 
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A1 igual que con la fuerza, la energia de una pareja cp y q 2 con carga opuesta 
siempre es negativa; es decir, existe atraccion, pero U tiende a cero cuando r tie- 
ne un valor muy alto. 

Dos caracteristicas principales de las interacciones carga-carga surgen de 
las ecuaciones (2.2) y (2.3). En primer lugar, la fuerza entre las cargas es total- 
mente adireccional, y depende unicamente de la distancia de separation. En se- 
gundo lugar, la energia de interaction varia bastante gradualmente con la dis- 
tancia ya que es inversamente proporcional a la primera potencia de r. Estas 
caracteristicas permiten distinguir las interacciones carga-carga de otras inte- 
racciones no covalentes que describiremos. Las interacciones carga-carga se 
producen con frecuencia dentro de o entre biopolimeros; por ejemplo, en la 
atraccion entre los grupos amino y carboxilo, como se muestra en la Figura 2.2a. 

INTERACCIONES DE DIPOLOS PERMANENTES E INDUCIDOS 

Las moleculas que no tienen carga neta pueden, no obstante, tener una distri- 
bution interna asimetrica de la carga. Por ejemplo, la distribution electronica de 
la molecula de monoxido de carbono sin carga es tal que el extremo del oxige- 
no es ligeramente mas negativo que el extremo del carbono (Figura 2.4a). Una 
molecula asi se denomina polar, o dipolo permanente, y se dice que tiene un 
momento dipolar permanente (p). El momento dipolar expresa la magnitud de 
la polaridad de una molecula. Si una molecula lineal como el CO tiene cargas 
fraccionarias q + y q~, separadas por una distancia x, el momento dipolar es un 
vector orientado hacia q + , cuya magnitud es 

A = qx (2.4) 

En las moleculas con una forma mas compleja, como el agua, el momento di- 
polar es una suma de vectores de los momentos a lo largo de los enlaces (Figura 
2.4b). El agua tiene un p significativo, ya que los electrones son atraidos desde 
los hidrogenos hacia el oxigeno, como consecuencia de la electronegatividad del 
oxigeno. 

En la Tabla 2.1 aparecen algunos valores de momentos dipolares. Observense 
los valores grandes de la glicina y de la glicilglicina. A pH neutro, el aminoaci- 
do glicina existe como el ion + H 3 NCH 2 COO _ por lo cual ambos tienen un 
grapo ionizado negativo y otro positivo. De este modo, las cargas electronicas 
totales estan separadas por la longitud de la molecula, lo cual explica el valor ele- 
vado de p. En el caso de la glicilglicina, formada por dos moleculas de glicina 
unidas covalentemente, el momento dipolar es casi el doble de grande, puesto 
que la separation entre las cargas es aproximadamente el doble de grande. Las 
moleculas con unos momentos dipolares grandes se denominan muy polares. 

Observese tambien en la Tabla 2.1 que las moleculas deben ser asimetricas 
para tener momentos dipolares: comparese el C=0 con el 0=C=0, o bien 
el o-diclorobenceno con el p-diclorobenceno. En el caso del dioxido de carbo- 
no y del p-diclorobenceno, los vectores dipolares tienen la misma magnitud pero 
estan orientados en sentidos opuestos, de modo que el efecto de uno contra- 
rresta al del otro. 

En el entorno acuoso de una cekila, un dipolo permanente puede ser atrai- 
do por un ion cercano ( interaccion carga- dipolo) o por otro dipolo permanente 
(interaction dipolo -dipolo). Estas interacciones de dipolos permanentes aparecen 
descritas en la Figura 2.2b y c. A diferencia de las interacciones simples carga-car- 
ga descritas anteriormente, las interacciones dipolares dependen de la orientation 
de los dipolos. Ademas, son interacciones con un alcance inferior. La energia de 
una interaccion carga-dipolo es proporcional a 1 Ir 2 y la de una interaccion di- 
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a La unidad mas habitual para el momento dipolar es el debye; 1 debye (D) es igual a 3.34 X 10 30 C m. 

polo-dipolo es proporcional a 1/ r 3 . De este modo, para que la interaccion sea 
fuerte, un par de dipolos permanentes deben estar bastante cerca. El momento 
dipolar permanente del agua contribuye a su interaccion con otras moleculas de 
agua, y explica por que disuelve facilmente las sustancias ionicas como el NaCl. 

Las moleculas que no tienen momentos dipolares permanentes pueden 
transformarse en dipolares si se encuentran en un campo electrico. Se las pue- 
de someter a este campo externamente, como en el caso de un instrumento de 
laboratorio, o tambien puede producirse mediante una particula cercana con 
carga o dipolar. Una molecula se dice que es polarizable cuando se le puede in- 
ducir un dipolo del modo descrito. Por ejemplo, los anillos aroma ticos son 
muy polarizables, porque los electrones pueden desplazarse facilmente en el 
piano del anillo, como se muestra en la Figura 2.5a. Las interacciones de las mo- 
leculas polarizables se denominan interacciones de dipolos inducidos. Un anion 
o un cation pueden inducir un dipolo en una molecula polarizable y, de este 
modo, ser atraidos hacia ella ( interaccion carga-dipolo inducido, Figura 2. 2d), o 
un dipolo permanente puede hacer lo mismo ( interaccion dipolo-dipolo induci- 
do, Figura 2.2e). Estas interacciones dipolares inducidas tienen un alcance me- 
nor al de las interacciones dipolares permanentes, con unas energias de inte- 
raccion proporcionales a 1/r 4 y 1/r 5 , respectivamente. 

Incluso dos moleculas sin carga neta ni momento dipolar permanente pue- 
den atraerse mutuamente si estan lo bastante cerca (Figura 2.2f). La distribution 
de la carga electronica en una molecula nunca es estatica, sino que fluctua. 
Cuando dos moleculas se acercan mucho, sincronizan las fluctuaciones de sus 



H H 




(a) Induccion de un dipolo en una molecula 
de benceno por un ion cargado 
positivamente 




(b) Fuerzas de dispersion entre dos 
moleculas de benceno 




(c) Modelo de relleno espacial 
de las moleculas de (b) 

figura 2.5 



Dipolos inducidos y fuerzas de 
dispersion, (a) El benceno no tiene carga 
neta ni momento dipolar permanente, pero 
una carga cercana puede inducir una 
redistribucion de los electrones dentro del 
anillo de benceno, produciendo un momento 
inducido (p). (b) Las moleculas planas como el 
benceno tienen una fuerte tendencia a apilarse, 
porque las fluctuaciones de las nubes 
electronicas de los anillos apilados interactuan 
entre ellas, produciendo una fuerza de 
dispersion, (c) Aunque las moleculas se 
aproximen mucho, no entran unas dentro de 
las otras. 





CAPlTUIO 2 LA MATRIZ DE LA VIDA: INTERACCIONES DEBILES EN UN MEDIO ACUOSO 

cargas produciendo una fuerza de atraccion neta. Estas fuerzas intermoleculares, 
que pueden considerarse una induccion dipolar mutua, se denominan fuerzas de 
dispersion. Su energia de atraccion varia con la inversa de la sexta potencia de la 
distancia, de modo que las fuerzas de dispersion solo son significativas a muy 
corto alcance. Pueden llegar a ser especialmente fuertes cuando dos moleculas 
planas pueden apilarse la una sobre la otra, como se muestra en la Figura 2.5b y 
c. Encontraremos numerosos ejemplos de dichas interacciones en el empaque- 
tamiento interno de moleculas como las proteinas y los acidos nucleicos. 

Las fuerzas intermoleculares e intramoleculares bastante debiles que impli- 
can dipolos y dipolos inducidos suelen designarse, de forma general, fuerzas de 
van der Waals. 



Las moleculas pueden atraerse entre 
ellas por fuerzas no covalentes, pero 
no pueden penetrar las unas en las 
otras: los radios de van der Waals de- 
terminan las superficies moleculares. 



REPULSION MOLECULAR EN DISTANCIAS MUY 
REDUCIDAS: RADIO DE VAN DER WAALS 

Cuando las moleculas o los atomos que no tienen enlaces covalentes entre ellos 
se acercan tanto que sus orbitales electronicos mas externos empiezan a sola- 
parse, existe una repulsion mutua (Figura 2.2g). Esta repulsion aumenta muy ra- 
pidamente a medida que la distancia entre sus centros (r) disminuye; es apro- 
ximadamente proporcional a r~ 12 . Si combinamos esta energia de repulsion 
con una o mas de las clases de energia de atraccion descritas anteriormente, ve- 
mos que la energia total de la interaccion no covalente ( U) de una pareja de ato- 
mos, moleculas o iones cambiara segun la distancia que los separa (r) del modo 
descrito en la Figura 2.6. Deben destacarse dos puntos del grafico. En primer 



FIGURA 2.6 

Energia de interaccion no covalente de 
dos partlculas que se aproximan. Se 

representa graficamente la energia de 
interaccion de dos atomos, moleculas o iones 
frente a la distancia entre sus centros, r. La 
energia total de interaccion ( U) a cualquier 
distancia es la suma de la energia de atraccion 
y de la energia de repulsion. A medida que 
disminuye la distancia entre las particulas (de 
derecha a izquierda a lo largo del eje x), 
aumenta tanto la energia de atraccion (-) 
como la de repulsion (+), pero a velocidades 
diferentes. En un principio predomina la 
atraccion de largo alcance, pero luego la 
energia de repulsion aumenta tan rapidamente 
que actua como una barrera, definiendo la 
distancia de maximo acercamiento (r v ) y los 
radios de van der Waals (ft). La posicion de 
energia minima (r 0 ) normalmente esta muy 
cercana a r v . 




Distancia entre los centros de las particulas, r 
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lugar, en la position r 0 existe un minimo en la curva de energia. Este minimo 
corresponde a la distancia mas estable entre los centros de las dos particulas. Si 
dejamos que se aproximen, esta es la distancia minima que les separara. En se- 
gundo lugar, el potential de repulsion aumenta tan pronunciadamente en dis- 
tances mas cortas que actua como una “barrera”, impidiendo de modo efecti- 
vo que se aproximen mas de la distancia r v . Esta distancia define el denominado 
radio de van der Waals, R, el radio eficaz para el empaquetamiento molecular 
mas cercano. Para una pareja de moleculas esfericas identicas, r v = 2 R; para mo- 
leculas con radios de van der Waals R l y R 2 , r v = R 1 + R 2 . 

Las moleculas reales, por supuesto, no son objetos esfericos como los re- 
presentados en la Figura 2.6. Puesto que las moleculas biologicas grandes tienen 
todas formas complejas, es util extender el concepto del radio de van der Waals 
a los atomos o a los grupos de atomos que hay dentro de una molecula. Los va- 
lores de los radios de van der Waals que aparecen en la Tabla 2.2 representan las 
distancias de aproximacion mas cercanas a otro atomo o grupo. Cuando in- 
tentamos representar moleculas complejas en forma de “relleno espacial”, cada 
atomo aparece como una esfera con su radio de van der Waals adecuado (vea- 
se la Figura 2.5c). En este caso, los radios de van der Waals de los atomos de car- 
bono (0.17 nm) hacen que los pianos de los dos anillos apilados no puedan es- 
tar mas cerca de 0.34 nm. 



tabla 2.2 Radios de van der Waals 
de algunos atomos y 
grupos de atomos 


R (nm) 


Atomos 




H 


0.12 


O 


0.14 


N 


0.15 


C 


0.17 


s 


0.18 


p 


0.19 


Grupos 




— OH 


0.14 


— nh 2 


0.15 


— ch 2 — 


0.20 


— ch 3 


0.20 


Mitad de grosor del anillo 


0.17 


aromatico 





ENLACES DE HIDROGENO 



Un tipo especifico de interaction no covalente, el enlace de hidrogeno, tiene una 
gran importancia en bioquimica. La estructura y las propiedades de muchas mo- 
leculas biologicas asi como las del agua, el disolvente biologico universal, estan de- 
terminadas en gran medida por este tipo de enlace. Un enlace de hidrogeno es una 
interaction entre un atomo de hidrogeno unido covalentemente a un grupo do- 
nador (como — O — H o N — H) y un par de electrones libres perteneciente 

a un grupo aceptor (como 0=C — o N tiy)> como muestra la Figura 2.2h y la 
Figura 2.7. El atomo al que el hidrogeno esta unido covalentemente se denomi- 
na donador de enlace de hidrogeno, y el atomo con el par de electrones libres se de- 
nomina aceptor de enlace de hidrogeno. Se define la longitud del enlace de hidro- 
geno como la distancia centro-centro entre los atomos donador y aceptor. 

La capacidad de un atomo para actuar como donador de enlace de hidro- 
geno depende en gran medida de su electronegatividad. Cuanto mas electro- 
negative es el atomo donador, mas carga negativa extrae del hidrogeno al cual 
esta enlazado. De este modo, el hidrogeno se vuelve mas positivo y es atraido 
con mas fuerza hacia el par de electrones del aceptor. Entre los atomos que se 
encuentran en los compuestos biologicos, solo el O y el N tienen las electrone- 
gatividades adecuadas para comportarse como donadores fuertes. De este modo, 
los grupos C — H no forman enlaces de hidrogeno fuertes y si los forman los 

grupos — O — H. En este libro, se representa el enlace entre el hidrogeno y el 
aceptor mediante una linea de puntos (vease la Figura 2.7). 

El enlace de hidrogeno comparte algunas propiedades tanto con las inte- 
racciones covalentes como con las no covalentes. En parte, es como una inte- 
raction carga-carga entre la carga positiva partial del H y la carga negativa del 
par de electrones. Pero, al mismo tiempo, tambien se comparten electrones 
(igual que en un enlace covalente) entre el H y el aceptor. Estas dos propiedades 
se reflejan en la longitud del enlace de H. La distancia entre el atomo de hidro- 
geno y el atomo aceptor en un enlace de hidrogeno es bastante mas reducida 
que la que cabria esperar de sus radios de van der Waals. Por ejemplo, la dis- 
tancia entre el H y el O en el enlace — H ■ • • O = C til es aproximadamen- 



Enlace covalente Enlace de hidrogeno 




FIGURA 2.7 

El enlace de hidrogeno. La figura muestra 
un enlace de H ideal que podrfa existir, por 
ejemplo, en — O — H ■ ■ 0 = . Aunque el 
enlace de H es entre H y el aceptor, la longitud 
del enlace de H se define como la distancia 
entre el donador y el aceptor. 
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Los enlaces de hidrogeno son las 
interacciones no covalentes mas 
fuertes y mas especificas. 




Clave: 

O Nitrogeno 
0 Oxigeno 
O Carbono 

o Cadena lateral del aminoacido 
O Hidrogeno 

Enlace de hidrogeno 

FIGURA 2.8 

Los enlaces de hidrogeno en la 
estructura biologica. Este ejemplo es una 
parte de una protefna con una conformacion 
de helice a. La helice a, un elemento 
estructural corriente en las proteinas, se 
mantiene mediante enlaces de hidrogeno 
— H ■0=CC] entre grupos en la 
cadena de proteica. 



te de solo 0.19 nm, mientras que, segun la suma de los radios de van der Waals 
que aparecen en la Tabla 2.2, se podria predecir una distancia de 0.26 nm. Por 
otro lado, un enlace covalente H — O tiene una longitud de solo 0.10 nm. El en- 
lace de hidrogeno completo, incluyendo el enlace covalente con el nitrogeno, tie- 
ne una longitud aproximada de 0.29 nm. Las longitudes de enlace de algunos 
enlaces de hidrogeno especialmente fuertes aparecen enumeradas en la Tabla 
2.3. Observese que las longitudes de los enlaces son fij as, del mismo modo que 
en los enlaces covalentes (pero no lo son en otros enlaces no covalentes). 

La energia de los enlaces de H es notablemente superior a la de la mayoria de 
los otros enlaces no covalentes, en consonancia con su caracter parcialmente co- 
valente (vease la Ligura 2.1). Los enlaces de hidrogeno, al igual que los enlaces 
covalentes, son altamente direccionales: el enlace de H donador tiende a apun- 
tar directamente hacia el par de electrones aceptores. La importancia de esta di- 
reccionalidad puede observarse en el cometido que desempenan los enlaces de 
hidrogeno en la organization de una estructura bioquimica regular como la he- 
lice a en las proteinas (Ligura 2.8). Este es tan solo un ejemplo de entre los mu- 
chos que encontraremos en el que los enlaces de hidrogeno estabilizan estruc- 
turas ordenadas en moleculas grandes. 

Las diferentes clases de interacciones no covalentes que hemos descrito son 
debiles de forma individual, pero cuando se encuentran presentes muchas de 
ellas en una determinada macromolecula o entre macromoleculas, sus energi- 
as pueden dar una suma total impresionante, a menudo de varios cientos de ki- 
lojulios. De esta forma, estas interacciones pueden explicar la estabilidad de 
las estructuras macromoleculares. Al mismo tiempo, la facilidad con la que 
pueden romperse y volver a formarse los enlaces no covalentes individuales 
proporciona a estas estructuras la flexibilidad necesaria para su funcion. 

Mision del agua en los procesos biologicos 

Los procesos quimicos y fisicos de la vida requieren que las moleculas puedan 
desplazarse, encontrarse e intercambiar parejas continuamente en los procesos 



tabla 2.3 Principales clases de enlaces de hidrogeno en moleculas con 
importancia biologica 



Donador- 


■ -Aceptor 


Longitud del enlace 0 


(nm) Comentario 




/ 






— 0 — H • 


•• 0 

\ 


0.28 ± 0.01 


Enlace de H formado en el agua 




H 








/ 


' 




— 0 — H ■ 


■■ 0=C 


0.28 + 0.01 






\ 




El enlace del agua con otras 


\ 


/ 




moleculas se realiza de estas 


N — H ■■ 


■ 0 


0.29 ± 0.01 


formas 


/ 


\ 






H 


„ 




\ 


/ 






N— H • 


■ o=c 


0.29 ± 0.01 


Muy importante en las estructuras 


/ 


\ 




/ 

• N 




• de las proteinas y los acidos 


X N— H 


0.31 + 0.02 


nucleicos 


/ 


\ 






\ 

N— H 

/ 


/ 

■ S 

\ 


0.37 


Relativamente poco frecuente; mas 
debit que los anteriores 



a Definida como la distancia desde el centro del atomo donador hasta el centro del atomo aceptor. Por 
ejemplo, en el enlace N — H •• 0=C ^ esla distancia N — O. 
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complicados del metabolismo y de la sintesis. Un entorno llquido permite una 
movilidad molecular, y el agua no es solo el llquido mas abundante de la tierra, 
sino que, ademas, esta admirablemente adecuado para esta fmalidad. Para ver 
por que esto es asl, debemos examinar detalladamente las propiedades del agua. 

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DEL AGUA 

Aunque se tienda a dar por supuestas las propiedades del agua, en realidad se 
trata de una sustancia muy particular. La Tabla 2.4, que compara el H 2 0 (peso 
molecular 18) con otros compuestos de peso molecular similar, muestra un 
hecho destacable. La mayoria de esos compuestos de peso molecular bajo son 
gases a temperatura ambiente y tienen unos puntos de ebullicion muy inferio- 
res al del agua. 2 Por que es el agua una sustancia poco corriente? La respuesta la 
encontramos principalmente en la fuerte tendencia de las moleculas de agua a 
formar enlaces de hidrogeno con otras moleculas de agua. 

La disposicion electronica de una unica molecula de agua aparece en la 
Figura 2.9a. Dos de los seis electrones de los orbitales mas externos del atomo 
de oxigeno intervienen en los enlaces covalentes con los hidrogenos. Los cuatro 
electrones restantes estan en pares no enlazados, que son excelentes aceptores de 
enlaces de hidrogeno. En el agua, los grupos — OH son potentes donadores de 
enlaces de hidrogeno. De este modo, cada molecula de agua es simultaneamen- 
te un donador de enlace de hidrogeno y un aceptor de enlace de hidrogeno, y 
una muestra de agua es una red dinamica de moleculas unidas por enlaces de H 



TABLA 2.4 


Propiedades del agua en 
de bajo peso molecular 


comparacion con 


otros compuestos 


Compuesto 


Peso 

molecular 


Punto de 
fusion (°C) 


Punto de 
ebullicion (°C) 


Calor de 

Evaporation 

(kj/mol) 


ch 4 


16.04 


-182 


-164 


8.16 


nh 3 


17.03 


-78 


-33 


23.26 


h 2 o 


18.02 


0 


+ 100 


40.71 


h 2 s 


34.08 


-86 


-61 


18.66 




FIGURA 2.9 

Enlaces de hidrogeno en el agua. (a) 

Estructura electronica en una molecula de agua 
individual. Los pares de electrones no 
enlazados de los dos orbitales actuan como 
aceptores de H. (b) Enlaces entre moleculas de 
agua. Cada molecula actua al mismo tiempo 
como donador de H y como aceptor de H, 
permitiendo que se formen agrupaciones de 
moleculas de agua. 



(a) Estructura electronica (b) Enlaces de hidrogeno en el agua 
de una molecula de agua 
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La mayor parte de las propiedades 
singulares del agua se deben a su 
potencial para formar enlaces de 
hidrogeno y a su naturaleza polar. 



FIGURA 2.10 

El agua como una red molecular, (a) Un 

modelo de relleno espacial de la estructura del 
hielo. El hielo es una red molecular formada 
por una repeticion indefinida de un patron 
tetraedrico de enlaces de hidrogeno. Cada 
molecula actua a la vez como donador a otras 
dos moleculas y como aceptor de otras dos 
moleculas. La estructura es relativamente 
abierta, dada la longitud de los enlaces de 
hidrogeno, y ello explica la baja densidad del 
hielo. (b) Un modelo en esqueleto de la red de 
hielo. (c) Estructura del agua Ifquida. Cuando 
el hielo se funde, la red tetraedrica regular se 
rompe, pero siguen conservandose partes 
considerables de la misma, especialmente a 
temperaturas bajas. En el agua Ifquida, 
agrupaciones parpadeantes de moleculas estan 
unidas mediante enlaces de hidrogeno que 
continuamente se escinden y se forman de 
nuevo. En esta "pelfcula en movimiento" 
esquematica, las imagenes sucesivas 
representan cambios que tienen lugar en 
picosegundos (ICH 2 s). 

(a-b) Adaptado de L. Pauling and P. Pauling, Chemistry (New 
York, NY: W. H. Freeman, 1 975), p. 289. 
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(Figura 2.9b). En consecuencia, la evaporation del agua requiere una cantidad 
de energla exceptional para una molecula de su tamano. Por consiguiente, tan- 
to el calor de evaporation como el punto de ebullition del agua son excepcio- 
nalmente elevados (Tabla 2.4), y el agua permanece en estado liquido a las 
temperaturas propias de gran parte de la superficie terrestre. 

Cuando el agua se congela a hielo, los enlaces de hidrogeno entre las mo- 
leculas de agua pasan a ser mas regulares y mejor definidos, creando una red 
molecular tetraedrica rigida en la que cada molecula esta enlazada a otras cua- 
tro mediante enlace de H (Figura 2.10a). Esta estructura de red se desmantela 
solo parcialmente cuando el hielo se funde y persiste un cierto orden de largo al- 
cance incluso a temperaturas mas elevadas. Se ha descrito la estructura del 
agua liquida como “agrupaciones parpadeantes” de enlaces de hidrogeno, con 
restos de la red del hielo que continuamente se escinde y se vuelve a formar a 
medida que las moleculas se desplazan (Figura 2.10b). La estructura relativa- 
mente abierta de la red del hielo explica otra de las propiedades poco corrien- 
tes del agua: el agua en estado liquido tiene mayor densidad que en estado so- 
lido, ya que cuando la red se rompe, las moleculas pueden acercarse mas. Este 
hecho aparentemente banal es de suma importancia para la vida terrestre. Si el 





(c) 
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agua se comportara como la mayoria de las sustancias, cuya densidad aumen- 
ta cuando se congelan, el hielo que se forma cada invierno en las superficies de 
los lagos y de los oceanos se hundiria hasta el fondo. Una vez alii, aislado por las 
capas que lo recubren, se iria acumulando con los anos, y actualmente la mayor 
parte del agua de la tierra estaria retenida en forma de hielo. Si el agua liquida 
a 0°C fuera un 9% menos densa de lo que es, la vida dificilmente hubiera po- 
dido evolucionar, puesto que en este caso el hielo se hundiria. 

En la Tabla 2.5 aparecen enumeradas otras propiedades poco corrientes del 
agua que se explican facilmente en terminos de su estructura molecular. En 
comparacion con la mayoria de los liquidos organicos, el agua tiene una eleva- 
da viscosidad, que es una consecuencia de la estructura trabada de enlaces de hi- 
drogeno. Esta cohesion explica tambien la elevada tension superficial del agua. La 
constante dielectrica elevada del agua, que ya se ha mencionado, es consecuen- 
cia de su caracter dipolar. Un campo electrico generado entre dos iones produ- 
ce una orientacion considerable de los dipolos de agua situados en el, asi como 
una cantidad significativa de polarizacion inducida. Estos dipolos orientados 
contribuyen a un contracampo, reduciendo la fuerza electrostatica efectiva en- 
tre los dos iones. 



EL AGUA COMO DISOLVENTE 



Los procesos vitales requieren que una gran variedad de iones y moleculas se 
muevan en proximidad, es decir, que sean solubles en un medio comun. El 
agua funciona como disolvente universal en los medios intracelular y extrace- 
lular gracias principalmente a las dos propiedades del agua descritas anterior- 
mente: su tendencia a formar enlaces de hidrogeno y su caracter dipolar. Las sus- 
tancias que pueden beneficiarse de estas propiedades de modo que se disuelven 
facilmente en agua se denominan hidrofilas o “afines al agua”. 



El agua es un disolvente excelente por 
su potencial para formar enlaces de 
hidrogeno y su naturaleza polar. 



Las moleculas hidrofilas en una disolucion acuosa 

Las moleculas con grupos capaces de formar enlaces de hidrogeno tienden a 
unirse con el agua con este tipo de enlace. De este modo, el agua disuelve facil- 
mente los compuestos hidroxilo, las aminas, los compuestos sulfhidrilo, los es- 
teres, las cetonas y una gran variedad de otros compuestos organicos. Cuando 
las moleculas que contienen enlaces de hidrogeno internos (como la helice cc de 
la Figura 2.8) se disuelven en agua, algunos de estos enlaces de H internos o to- 
dos ellos pueden intercambiarse por enlaces de H con el H 2 0 (Figura 2.11). 

Pero no solo se disuelven bien en agua los aceptores y donadores de enlaces 
de hidrogeno. A diferencia de la mayoria de los liquidos organicos, el agua es un 
disolvente excelente para los compuestos ionicos. Las sustancias como el cloruro 
sodico, que se encuentran en estado solido en forma de redes estables de iones, 



tabla 2.5 Propiedades importantes del agua h'quida en comparacion 
con las del n-pentano, un llquido no polar y sin enlaces de 
hidrogeno" 



Propiedad 


Agua 


rc-Pentano 


Peso molecular (g/mol) 


18.02 


72.15 


Densidad (g/cm 3 ) 


0.997 


0.626 


Punto de ebullicion (°C) 


100 


36.1 


Constante dielectrica 


78.54 


1.84 


Viscosidad (g/cm-s) 


0.890 X 10~ 2 


0.228 X 10 


Tension superficial (dina/cm) 


71.97 


17 



Todos los datos corresponden a 25°C. 
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FIGURA2.11 

Intercambio de enlaces de hidrogeno 
internos por enlaces de hidrogeno del 
agua. Se muestra una seccion de una 
molecula proteica como la de la Figura 2.8 
sustituyendo algunos de sus enlaces de 
hidrogeno intramoleculares por enlaces de 
hidrogeno con el disolvente (agua). Debido a 
este intercambio, las moleculas con enlaces 
internos de hidrogeno se disuelven en agua 
con facilidad. 





Todos los enlaces de hidrogeno 
internos; helice intacta 



Algunos enlaces de hidrogeno 
con el agua; helice rota 



se disuelven con facilidad en agua. La explicacion de este hecho reside en la na- 
turaleza dipolar de la molecula de agua. Las interacciones de los dipolos del agua 
con los cationes y los aniones en una disolucion acuosa hacen que los iones se 
hidraten; es decir, se rodeen de capas de moleculas de agua denominadas capas 
de hidratacion (Figura 2.12). La tendencia a disolverse en agua de muchos 
compuestos ionicos, como el NaCl, se explica en gran parte por dos factores. En 
primer lugar, la formacion de las capas de hidratacion es energeticamente fa- 
vorable. En segundo lugar, la constante dielectrica elevada del agua apantalla y 



FIGURA 2.12 

Hidratacion de los iones en disolucion. 

La figura muestra un cristal salino disolviendose 
en agua. A medida que los iones sodio y cloro 
dejan el cristal, la interaccion no covalente 
entre estos iones y las moleculas dipolares de 
agua forma una capa de hidratacion alrededor 
de cada ion. La energfa que se desprende en 
esta interaccion ayuda a superar las 
interacciones carga-carga, que estabilizan el 
cristal. 
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disminuye la fuerza electrostatica entre los iones con cargas opuestas que, de 
otro modo, volverian a unirse. 

La naturaleza dipolar de la molecula de agua favorece tambien la capacidad 
del agua para disolver las moleculas organicas no ionicas, aunque polares, como 
los fenoles, los esteres y las amidas. A menudo, estas moleculas tienen momen- 
tos dipolares elevados y la interaccion con el dipolo de agua favorece su solu- 
bilidad en la misma. 



Las moleculas hidrofobas en una disolucion acuosa 

La solubilidad de las sustancias hidrofilas depende de su interaccion energeti- 
camente favorable con las moleculas de agua. Por tanto, no es extrano que las 
sustancias como los hidrocarburos, que son no polares y no ionicos y que no 
pueden formar enlaces de hidrogeno, muestren solo una limitada solubilidad en 
el agua. Las moleculas que se comportan de esta manera se denominan hidro- 
fobas o “con aversion al agua”. Sin embargo, la energia no es el unico factor que 
limita su solubilidad. Cuando las moleculas hidrofobas se disuelven, no forman 
capas de hidratacion, a diferencia de las sustancias hidrofilas. En lugar de esto, 
la red regular del agua forma estructuras de clatrato similares a la del hielo, o 
“jaulas”, alrededor de las moleculas no polares (Figura 2.13). Esta disposition or- 
denada de las moleculas de agua, que va mas alia de la jaula, se produce por una 
disminucion de la entropia, o aleatoriedad, de la mezcla (vease el Capitulo 3). La 
disminucion de la entropia favorece la baja solubilidad de las sustancias hidro- 
fobas en agua. Tambien explica la tendencia, bien conocida, de las sustancias hi- 
drofobas a formar agregados en agua; todos hemos visto que el aceite forma go- 
titas cuando lo agitamos con vinagre. Se necesita mas ordenacion para rodear 
dos moleculas hidrofobas con dos jaulas separadas que para rodearlas a ambas 
con una unica jaula, de modo que las moleculas hidrofobas tienden a agruparse. 



Las moleculas anfipaticas en una disolucion acuosa 

Existe una clase de moleculas muy interesantes e importantes que muestra pro- 
piedades hidrofilas e hidrofobas al mismo tiempo. Dichas sustancias anfipaticas 
comprenden acidos grasos y detergentes (Figura 2.14). Las moleculas anfipati- 




Las sustancias anfipaticas son 
esquizofrenicos moleculares: parte de 
la molecula es hidrofila y parte es 
hidrofoba. 



FIGURA 2.13 

Una unidad de la estructura de clatrato 
que rodea a una molecula hidrofoba (en 
amarillo). Los atomos de oxfgeno se 
presentan en rojo. Los hidrogenos se muestran 
en un pentagono de oxfgenos. La estructura 
ordenada puede ampliarse considerablemente 
mas dentro del agua que la rodea. 
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CAPlTUIO 2 



LA MATRIZ DE LA VIDA: INTERACCIONES DEBILES EN UN MEDIO ACUOSO 



FIGURA 2.14 

Moleculas anfipaticas. Estos tres ejemplos 
ilustran la estructura "esquizofrenica" de las 
moleculas anfipaticas que tienen un grupo de 
cabeza hidrofilo unido a una cola hidrofoba. 
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cas tienen un grupo de cabeza muy hidrofilo, acoplado a una cola hidrofoba, ge- 
neralmente un hidrocarburo. Cuando se intenta disolverlas en agua, las sus- 
tancias anfipaticas forman una o varias de las estructuras de la Figura 2.15a. Por 
ejemplo, pueden formar una monocapa en la superficie del agua donde solo los 
grupos de cabeza estan sumergidos. Por otro lado, si la mezcla se agita energi- 
camente, se pueden formar micelas (estructuras esfericas formadas por una 



FIGURA 2.1 5 

Interacciones de las moleculas 
anfipaticas con el agua. (a) Las 

estructuras que pueden formarse cuando las 
sustancias anfipaticas se mezclan con el agua 
son una monocapa en la superficie del agua, 
una micela y una vesfcula bicapa, una esfera 
hueca que contiene y esta rodeada de agua. En 
cada uno de estos casos, los grupos de cabeza 
hidrofilos estan en contacto con la fase acuosa, 
mientras que las colas hidrofobas se asocian 
entre ellas. (b) Cuando los fosfolfpidos se 
mezclan con agua, las moleculas anfipaticas se 
agregan para formar pelfculas parecidas a las 
membranas biologicas. La agitacion hace que 
la pelfcula se rompa en vesfculas. 

(b) Por cortesfa de D. W. Deamery P. B. Armstrong, 

Universidad de California, Davis. 




(a) Estructuras formadas en el agua 



Vesfcula 




(b) Formacion de vesfculas 
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unica capa de moleculas) o vesiculas bicapa. En estos casos, las colas de hidro- 
carburo de las moleculas tienden a disponerse de modo mas o menos paralelo, 
lo cual les permite interactuar mediante fuerzas de van der Waals. Los grupos de 
cabeza polares o ionicos estan fuertemente hidratados por el agua que les rodea. 
En bioquimica es muy importante el hecho de que las moleculas anfipaticas 
constituyen la base de las membranas bicapa biologicas que rodean las celulas 
y que forman las separaciones entre los compartimientos celulares. Estas bica- 
pas estan formadas fundamentalmente por fosfollpidos, como el que aparece en 
la Figura 2.14. La Figura 2.15b muestra la formacion de membranas sinteticas 
a partir de los fosfollpidos. En el Capltulo 10 hablaremos mas detalladamente 
sobre los fosfollpidos y las membranas. 

Equilibrios ionicos 

Practicamente todas las reacciones bioqulmicas tienen lugar en un medio acuo- 
so; las excepciones son las pocas que tienen lugar en los interiores hidrofobos de 
las membranas. Las numerosas sustancias disueltas en el citosol acuoso y en los 
llquidos extracelulares corporales incluyen iones libres como K + , Cl" y Mg 2+ , as! 
como moleculas y macromoleculas con grupos ionizables. El comportamiento 
de todas estas moleculas en los procesos bioqulmicos depende en gran medida 
de su estado de ionizacion. Por eso es importante que revisemos brevemente al- 
gunos aspectos del equilibrio ionico, especialmente el equilibrio acido-base y la 
ionizacion del agua. 

ACIDOS Y bases: donadores y aceptores de protones 

Recuerde de la qulmica elemental que los acidos son donadores de protones y 
que las bases son aceptoras de protones. Un acido fuerte se disocia casi total- 
mente en pro tones y aniones. Por ejemplo, el HC1 se disocia casi totalmente en 
agua para dar H + y Cl - , de modo que la concentracion de H + en la disolucion 
es practicamente igual a la concentracion molar de HC1 anadido. Asimismo, el 
NaOH se denomina una base fuerte puesto que se ioniza completamente para 
dar iones OH - , que son poderosos aceptores de protones. 

En bioquimica, la mayoria de las sustancias acidas y basicas son acidos de- 
biles o bases debiles, que solo se disocian parcialmente. En una solucion acuo- 
sa de un acido debil existe un equilibrio, que puede medirse, entre el acido y su 
base conjugada, la sustancia que puede aceptar un proton y formar de nuevo el 
acido. En la Tabla 2.6 aparecen ejemplos de acidos debiles y sus bases conjuga- 
das. Observese que estas bases no con tienen necesariamente grupos — OH, 
pero aumentan la concentracion de OH - de una solucion extrayendo un proton 
del agua. 

Los acidos debiles enumerados en la Tabla 2.6 varian en gran medida en su 
fuerza, esto es, en su tendencia a donar protones. Esta variation de la fuerza aci- 
da esta indicada por la gama de valores de K a y de p K a que consideraremos a 
continuation. Cuanto mas fuerte es el acido, mas debil es su base conjugada. En 
otras palabras, cuanto mas fuerte es la tendencia de un acido a donar un proton, 
mas debil es la tendencia de su base conjugada a aceptar un proton y a volver a 
formar el acido. 

IONIZACION DEL AGUA Y PRODUCTO IONICO 

A pesar de que el agua es fundamentalmente una molecula neutra, tiene una li- 
gera tendencia a ionizarse; en realidad, puede actuar como acido muy debil y 
como base muy debil. El mejor modo de entender esta reaction de ionizacion 



Muchas moleculas biologicas son 
acidos debiles o bases debiles. 
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CAPITULO 2 



LA MATRIZ DE LA VIDA: INTERACCIONES DEBILES EN UN MEDIO ACUOSO 



tabla 2.6 Algunos acidos debiles y sus bases conjugadas 



Acido (Donador de Proton) 




Base Conjugada (Aceptor de Proton) 




pA a 


A a (M) 


HCOOH 
Acido formico 




HCOO - 
Ion formiato 


+H + 


3.75 


1.78 X 10 -4 


CH 3 COOH 
Acido acetico 




CH 3 COO - 
Ion acetato 


+H + 


4.76 


1.74 X 10 -5 


OH 




OH 

I 








CH 3 CH — COOH 
Acido lactico 




CH 3 CH — coo - 
Ion lactato 


+H + 


3.86 


1.38 X 10 -4 


H 3 PO 4 

Acido fosforico 




h 2 po 4 - 

Ion dihidrogeno fosfato 


+H + 


2.14 


7.24 X 10 -3 


h 2 po 4 - 

Ion dihidrogeno fosfato 




HPO 4 2- 

Ion monohidrogeno fosfato 


+H + 


6.86 


1.38 X 10 -7 


HPO 4 2- 

Ion monohidrogeno fosfato 




PO 4 3- 
Ion fosfato 


+H + 


12.4 


3.98 X 10 -13 


h 2 co 3 

Acido carbonico 




HC0 3 - 

Ion bicarbonato 


+H + 


6.37 


4.27 X 10 -7 


HC0 3 - 

Ion bicarbonato 




C0 3 2- 

Ion carbonato 


+H + 


10.25 


5.62 X 10 -11 


C 6 H 5 OH 

Fenol 




c 6 h 5 o- 

Ion fenolato 


+H + 


9.89 


1.29 X 10 -10 


nh 4 

Ion amonio 




nh 3 

Amoniaco 


+H + 


9.25 


5.62 X 10 -10 



Serie del acido fosforico Serie del acido carbonico 



es observar que una molecula de agua puede transferir un proton a otra mo- 
lecula para dar un ion hidronio (H 3 0 + ) y un ion hidroxilo (OH - ), de modo que 
el agua es el donador del proton y el aceptor del proton al mismo tiempo: 

H 2 0 + H 2 0 H 3 0 + + OH - 

En realidad, esto es una simplification, puesto que el proton transferido puede 
estar unido a varios grupos de moleculas de agua para producir especies como 
H 5 0 2 + y H 7 0 3+ . En una disolucion acuosa, los protones tienen mucha movili- 
dad, y la carga salta de una molecula de agua a otra en una fraccion de tiempo 
de aproximadamente 10 -15 segundos. 

A efectos practicos, casi siempre es suficiente describir el proceso de ioniza- 
cion de una forma mucho mas sencilla, 

H 2 0 H + + OH - 

siempre que recordemos que un proton nunca se encuentra en una solucion 
acuosa como un ion libre, sino que siempre esta asociado a una o mas moleculas 
de agua. Cuando escribimos una reaccion en la que interviene H + , en realidad 
nos estamos refiriendo a un proton hidratado. 

El equilibrio descrito en la ecuacion anterior puede expresarse mediante el 
producto ionico del agua, que a 25°C es de 10 -14 m 2 : 

[H + ][OH-] = K w = 1 x 1cr 14 M z (2.5) 

El simbolo m, en este caso y de ahora en adelante, indica moles por litro. Puesto 
que el producto ionico es una constante, [H + ] y [OH - ] no pueden variar inde- 
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pendientemente. Si modificamos [H + ] o bien [OH - ] anadiendo sustancias aci- 
das o basicas al agua, la otra concentracion cambia en funcion de ello. Una di- 
solucion con una [H + ] alta tiene una [OH - ] baja, y viceversa. 

Si tomamos agua pura a la que no se han anadido sustancias acidas ni basi- 
cas, todos los iones H + y OH - deben proceder de la disociacion de la propia 
agua. En estas condiciones, las concentraciones de H + y OH - son iguales, de 
modo que a 25°C 

[H + ] = [OH - ] = 1 x 1 CT 7 m (2.6) 

y se dice que la disolucion es neutra, es decir, ni acida ni basica. Sin embargo, el 
producto ionico depende de la temperatura, de modo que una disolucion neu- 
tra no siempre tiene [H + ] y [OH - ] de exactamente 10 -7 m. Por ejemplo, a la 
temperatura del cuerpo humano (37°C) las concentraciones de los iones H + y 
OH - en una disolucion neutra son ambas de 1.6 X 10 -7 m. 

LA ESCALA DE pH Y LOS VALORES FISIOLOGICOS DE pH 

Para no tener que trabajar con las potencias negativas de 10, casi siempre ex- 
presamos la concentracion del ion hidrogeno como pH, definido* como 

pH = -log [H + ] (2.7) 

Cuanto mas alta sea la [H + ] en una disolucion, menor sera el pH, de modo que 
un pH bajo corresponde a una disolucion acida. Por otro lado, una [H + ] baja 
debe ir acompanada de una [OH - ] alta, como indica la ecuacion (2.5), de modo 
que un pH alto corresponde a una disolucion basica. 

La Figura 2.16 muestra una escala esquematica de valores de pH, con los va- 
lores de algunas disoluciones bien conocidas. Observese que la mayoria de los 
liquidos corporales tienen unos valores de pH que se situan en un margen de 6.5 
a 8.0, que a menudo se denomina margen de pH fisiologico. La mayoria de los 
procesos bioquimicos tienen lugar en esta zona de la escala. 

A causa de la sensibilidad de los procesos bioquimicos a los mas pequenos 
cambios de pH, el control del pH es esencial en la mayoria de los experimentos 
bioquimicos. Actualmente casi todas las medidas de pH se realizan con pH 
metros con electrodos de vidrio. El electrodo genera un potencial electrico que 
depende de la concentracion de H + , y que el instrumento convierte en una 
lectura de pH. 

EQUILIBRIOS DE ACIDOS Y BASES DEBILES 

Muchos compuestos importantes en biologia contienen grupos debilmente aci- 
dos y basicos. Por ejemplo, algunas moleculas proteicas muy grandes tienen gru- 
pos acidos (como los carboxilatos) y basicos (como los amino) en sus superficies. 
La respuesta de estos grupos a los cambios de pH en el margen fisiologico o cer- 
ca de este, a menudo tiene una importancia considerable para su funcion. Por 
ejemplo, la eficacia catalitica de muchas enzimas depende de forma crucial del es- 
tado de ionizacion de algunos grupos, de modo que estos catalizadores solo son 
eficaces dentro de unos margenes determinados de pH. Hay que revisar el equi- 
librio de disociacion de los acidos y de las bases debiles para entender estos efec- 
tos. Para hacerlo, considerense los ejemplos que aparecen en la Tabla 2.6. 



* Para ser mas exactos en nuestra defmicion del pH, debemos utilizar la actividad del ion hidrogeno 
en vez de la concentracion, siendo la actividad un numero sin dimensiones igual a la concentracion efi- 
caz. Sin embargo, la distincion entre la concentracion molar y la actividad casi siempre se desdena en 
bioquimica. Este planteamiento es adecuado en la mayoria de los experimentos bioquimicos, que gen- 
eralmente se realizan en disoluciones diluidas, donde la actividad y la concentracion son casi iguales. 
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La mayoria de las reacciones 
biologicas se producen entre pH 6.5 
y pH 8.0. 
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FIGURA 2.16 

La escala de pH y el intervalo de pH 
fisiologico. Esta figura muestra los valores 
de pH de algunas sustancias muy corrientes y 
de algunos liquidos organicos, con el NaOH en 
el extremo mas basico y el HCI en el extremo 
mas acido del intervalo que se muestra. El pH 
de la mayoria de los liquidos corporales esta 
situado en el intervalo neutro, entre 6.5 y 8.0, 
donde tienen lugar la mayoria de los procesos 
fisiologicos. Existen algunas excepciones, como 
el jugo gastrico, que tiene un pH entre 1 y 2. 
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CAPlTUIO 2 



LA MATRIZ DE LA VIDA: INTERACCIONES DEBILES EN UN MEDIO ACUOSO 



Una forma adecuada de expresar la 
fuerza de un acido es mediante su 
pK a ; cuanto menor es el p K a mas 
fuerte es el acido. 



K a ypK a 

Todas las reacciones de la Tabla 2.6 pueden escribirse como la disociacion de un 
acido. Esta disociacion puede adoptar varias formas, dependiendo de la sus- 
tancia implicada: 

HA + A + H + 

HA A- + H + 

HA- A 2 - + H + 



Observese que en algunos casos la base conjugada tiene carga negativa y 
en otros casos no es asi, pero en todos ellos tiene una carga positiva menor 
que el acido. A efectos practicos, escribiremos siempre estas reacciones como 
HA H + + A - . La constante de equilibrio de la disociacion de un acido de- 
bil (a menudo denominada constante de disociacion) se define como 



[H+][A-] 

[HA] 



( 2 . 8 ) 



Cuanto mas grande sea K a mayor es la tendencia del acido a disociarse. Asi, 
cuanto mayor es K a , mas fuerte es el acido. 

La fuerza de los acidos generalmente se expresa en funcion del valor de p K a . 



P K a = -log K a 



( 2 . 9 ) 



Dado que el p K a es el logaritmo negativo de K a , un valor numericamente pe- 
queno de p K a corresponde a un acido fuerte y un valor numericamente gran- 
de corresponde a un acido debil. En la Tabla 2.6 aparecen los valores de K a y de 
pi<C a de los acidos enumerados. 

Algunos acidos, como los acidos fosforico y carbonico, de la Tabla 2.6 pue- 
den perder mas de un proton. Estos acidos se denominan acidos poliproticos. 
Las disociaciones sucesivas implican distintos pasos, con distintos valores de 
p K a . De ahi que estas sustancias puedan existir en varios estados de ionization 
diferentes. 



UN EXAMEN MAS DETALLADO DE LOS VALORES DE PKa : FACTORES 
QUE AFECTAN A LA DISOCIACION DE LOS ACIDOS 

La tendencia a la disociacion de algunos acidos es el resultado de un equilibrio 
especifico entre los factores que favorecen y que impiden la disociacion. 
Podemos entender algunos de los factores que afectan al pK a a la luz de la ex- 
plication anterior sobre las propiedades del agua como disolvente. 

La disociacion de un acido da como resultado la hidratacion del proton y, en 
la mayoria de los casos, tambien de la base conjugada. Puesto que la hidratacion 
es energeticamente favorable y reduce la atraccion entre los iones, favorece la di- 
sociacion de la mayoria de los acidos. Las excepciones son los acidos cargados 
positivamente, como el NH 4 , que se disocia para dar lugar a una base conjuga- 
da sin carga. En estos casos, es el acido el que + se hidrata y, por tanto, se estabi- 
liza. Esta es una de las razones por las que el NH 4 es un acido tan debil. 

La atraccion electrostatica entre el proton y una base conjugada cargada ne- 
gativamente se opone a la disociacion de un acido. Este efecto puede observar- 
se comparando los valores sucesivos de p K a en la disociacion del acido fosfori- 
co en la Tabla 2.6. A medida que la carga de la base conjugada aumenta al pasar 
de H 2 P0 4 “ a P0 4 3- , el p K a tambien aumenta. El HPO,, 2 es un acido muy debil. 

Estos ejemplos son importantes, puesto que muestran como pueden influir 
sobre los valores de p K a los efectos del medio. Cuando estudiemos las proteinas, 
observaremos que los valores de p K a en grupos supuestamente identicos pue- 
den tener valores muy diversos, dependiendo del entorno molecular local. 
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TITULACION DE LOS ACIDOS DEBILES: 

ECUACION DE HENDERSON-HASSELBALCH 

^Como cambia el pH de una disolucion de un acido debil al cambiar la pro- 
porcion base/ acido? Esta pregunta es importante para los bioquimicos, ya que 
muchas de las pequenas moleculas y las macromoleculas de las celulas se ioni- 
zan debilmente. Podemos contestar a esta pregunta tomando el logaritmo ne- 
gativo en ambos lados de la ecuacion (2.8) y reorganizandola: 

-log [H + ] = -log K a + log (2.10) 

[HA] 

Sustituyendo el -log [H + ] por pH y el -log K a por p K a obtenemos la ecuacion 
de Henderson-Hasselbalch, que relaciona el pH de una disolucion con la pro- 
porcion base conjugada/ acido sin disociar: 

pH = pK a + log -^3- (2.11) 

Por ejemplo, si tenemos una disolucion de acido formico, la ecuacion (2.11) se 
convierte en 



pH = 3.75 + log 



[HCOQ-] 

[HCOOH] 



( 2 . 12 ) 



Si conocemos el pH de la disolucion, podemos calcular la proporcion base con- 
jugada/acido sin disociar. Tambien podemos reagrupar la ecuacion para utilizar 
la proporcion para calcular el pH de la disolucion. 

La utilidad de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch puede observarse en su 
aplicacion a las titulaciones: muestra exactamente como cambia el pH cuando 
se anade la base a una disolucion acida o viceversa. Suponga que queremos ti- 
tular una disolucion 1 m de acido formico con hidroxido sodico. En primer lu- 
gar, debemos preguntar: ^cual es el pH de la disolucion que se forma al disolver 
1 mol de acido formico en 1 litro de agua? Puede calcularse a partir de la ecua- 
cion (2.8) si observamos que practicamente todos los H + de esta disolucion pro- 
ceden del acido formico, mas que del agua, y que la disociacion de una molecula 
de acido formico proporciona un H + y un HCOO - . Si indicamos su concen- 
tracion con x, la ecuacion (2.8) se transforma entonces en 



La ecuacion de Henderson-Hasselbalch 
describe el cambio de pH durante la 
titulacion de un acido debil o de una 
base debil. 



K a = 1.78 X 1CT 4 = 



[H + ][HCOCr] 

[HCOOH] 




(2.13) 



Para tener una respuesta exacta, debemos resolver esta ecuacion cuadratica 
(vease el Problema 4). Sin embargo, para los acidos debiles, x es mucho menor 
que la concentracion total de acido anadido (en este caso 1 m). Como conse- 
cuencia, en estos casos podemos despreciar x en el denominador, obteniendo 
como una buena aproximacion 



Ka^X 



2 



(2.14) 



En este ejemplo, esto da 

x = [H + ] = [HCOOH = 1.33 X 1CT 2 m (2.15) 

Observese que solo se ha disociado alrededor del 1% del acido, de forma que 
nuestra aproximacion es bastante razonable. No lo seria si el acido fuera mas di- 
luido, ya que se disociaria una fraccion mayor. 
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CAPlTUIO 2 




Moles de base anadidos por mol de acido 



FIGURA 2.1 7 

Curvas de titulacion de los acidos debiles. 

Las curvas de titulacion del acido formico 
(HCOOH) y del ion amonio (NH 4 ) muestran el 
cambio del pH cuando se anaden moles de una 
base. Observese que en el punto medio de 
titulacion de cada sustancia pH = p K a . La mayor 
parte de la titulacion tiene lugar dentro de un 
margen de aproximadamente una unidad de 
pH por encima o por debajo de este valor. 
Dentro de este margen, el cambio del pH con 
los moles de base anadidos es mmimo; de ahf 
que este sea el mejor margen de 
amortiguacion. 



Las soluciones amortiguadoras 
funcionan porque el pH de una 
disolucion acido-base debil es menos 
sensible a la adicion de un acido o de 
una base cerca del p K a . 



LA MATRIZ DE LA VIDA: INTERACCIONES DEBILES EN UN MEDIO ACUOSO 



Los calculos precedentes nos dicen que el pH inicial es aproximadamente 
1.9. iQue pasa cuando comenzamos a anadir una disolucion de NaOH? A me- 
dida que se anade el NaOH, se disocia totalmente en Na + y OH - . Sin embargo, 
los iones hidroxilo se encuentran en equilibrio con los protones, de acuerdo con 
la relation K w = [H + ] [OH - ], de forma que cuando se anaden OH - se produ- 
ce la separation de protones de la disolucion. A1 separarse los protones, debe di- 
sociarse mas acido formico en un esfuerzo para reemplazarlos y satisfacer la re- 
lation de equilibrio de la ecuacion (2.13). Esto significa que la proportion 
[HCOO - ]/[HCOOH] aumenta continuamente. Aplicando la ecuacion de 
Henderson-Hasselbalch (2.11), observamos que el pH tambien debe aumentar 
continuamente a medida que se avanza en el proceso de titulacion. En el pun- 
to medio de la titulacion, la mitad del acido formico inicial se ha neutralizado. 
Esto significa que la mitad esta aun presente en forma de acido y que la otra mi- 
tad esta presente como base conjugada, de ahi que [A - ]/[HA] = 1. Entonces, la 
ecuacion de Henderson-Hasselbalch se convierte en 

pH = pK a + log 1 = pK a (2.16) 

Por tanto, el pH de un acido debil en el punto medio de su curva de titulacion 
tiene el mismo valor que su p K a , lo cual puede confirmarse experimentalmen- 
te, como muestran las curvas de titulacion de dos acidos, el acido formico y el 
ion amonio, en la Figura 2.17. Las curvas de titulacion de la Figura 2.17 repre- 
sentan el pH medido frente a los moles de base anadidos por mol de acido ini- 
cialmente presente. Observese que en la mayor parte de la curva de titulacion el 
pH se encuentra una unidad por encima o por debajo del p K a . Si conocemos el 
p K a de un acido debil, tambien sabremos el punto medio de la titulacion; esto 
define el margen de pH en que sera necesaria la mayor parte de la adicion de la 
base para completar la titulacion. 

Debemos resaltar que las curvas de titLilacion son reversibles. Si tomaramos 
la solution final, a un pH alto, y empezasemos a anadir un acido fuerte como el 
HC1, podriamos volver a trazar la misma curva en sentido opuesto. 



SOLUCIONES AMORTIGUADORAS 

Si observamos la Figura 2.17 desde otro punto de vista, se aprecia otro hecho 
importante. En la gama de pH cercana al p K a , el pH cambia solo ligeramente 
con cada incremento de base o de acido anadido. En realidad, el punto en el que 
el pH cambia menos con cada incremento de acido o de base es precisamente el 
p K a . Este es el principio sobre el que se basa el amortiguamiento de soluciones 
con el empleo de mezclas de acidos y bases debiles, tecnica que se utiliza en 
practicamente todos los experimentos bioquimicos. 

Supongase que un bioquimico desea estudiar una reaction a pH 4.00. Puede 
tratarse de una reaction que genere o que consuma protones. Para evitar que el 
pH se modifique demasiado durante la reaction, el investigador debe utilizar 
una solution amortiguadora consistente en una mezcla determinada de un aci- 
do debil y su base conjugada. En este ejemplo, una election acerta- 
da seria utilizar un amortiguador acido formico-formiato, puesto que el p K a del 
acido formico (3.75) esta cerca del valor de pH requerido. Una mezcla acido ace- 
tico-acetato no seria tan adecuada porque el p K a del acido acetico (4.76) es 
casi una unidad de pH mayor. La proportion ion formiato-acido formico ne- 
cesaria puede calcularse a partir de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch: 



4.00 = 3.75 + log 



[HCOCT 



(2.17) 



[HCOOH] 
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Para calcular la proporcion base/acido, restamos 3.75 de 4.00, y tomamos el an- 
tilogaritmo de ambos lados de la ecuacion (2.17): 



[ HC00 ^ = 1Q°- 25 = 1 .78 
[HCOOH] 



(2.18) 



Este amortiguador puede obtenerse, por ejemplo, mezclando volumenes igua- 
les de acido formico 0.1 m y formiato sodico 0.178 m. Tambien se puede pre- 
parar una solucion amortiguadora titulando una solucion 0.1 m de acido for- 
mico hasta pH 4.00 con hidroxido sodico. 

Como deben estudiarse muchas reacciones bioquimicas cerca del pH fisio- 
logico, existe una especial necesidad de mezclas que amortiguen el pH en el 
margen de pH de 6.5 a 8.0. De los pares acido-base que aparecen enumerados 
en la Tabla 2.6, unicamente las mezclas de ion dihidrogeno fosfato e ion mono- 
hidrogeno fosfato, o posiblemente de acido carbonico e ion bicarbonato, serian 
satisfactorias. Los amortiguadores de fosfato se utilizan con frecuencia en ex- 
perimentos, pero no sirven en todos los casos, puesto que en algunas reacciones 
bioquimicas se consume o se produce fosfato. Ademas, tanto las soluciones que 
contienen fosfato, como las que contienen carbonato, precipitan algunos iones 
(como por ejemplo el Ca 2+ ) que pueden ser necesarios en la reaccion. De ahi 
que se empleen otros compuestos naturales o sinteticos como amortiguadores 
en este margen de valores. En la Tabla 2.7 aparecen algunos ejemplos. 

Los organismos deben mantener el pH dentro de las celulas y en la mayoria 
de los liquidos corporales dentro del estrecho margen de pH de entre 6.5 y 8.0. 
Anteriormente hemos mencionado ya dos sistemas amortiguadores de gran 
relevancia para el control del pH biologico. El sistema dihidrogeno fosfato- 
monohidrogeno fosfato, con un p K a de 6.86, desempena un cometido muy 
importante en el control del pH intracelular, pues el fosfato abunda en las ce- 
lulas. En la sangre, que contiene C0 2 disuelto como sustancia de desecho del 
metabolismo, el sistema acido carbonico-bicarbonato, p K a = 6.37, proporciona 
una capacidad de amortiguamiento considerable. El sistema bicarbonato-car- 
bonato es realmente mas complejo que lo indicado en la Tabla 2.6, debido a la 
reaccion del C0 2 disuelto: 



Los organismos utilizan los sistemas 
amortiguadores para mantener el pH 
de las celulas y de los liquidos 
corporales en el intervalo adecuado. 



C0 2 + H 2 0 HC0 3 “ + H + 

Ademas de este amortiguador y de otros de pequenas moleculas, las proteinas 
desempenan una funcion muy importante en el control del pH en los organis- 
mos. Como veremos en el Capitulo 5, las proteinas contienen muchos grupos 
debilmente acidos o basicos, y algunos de ellos poseen unos valores de p K a 
proximos a 7.0. Dado que las proteinas son abundantes tanto en las celulas 
como en los liquidos corporales como la sangre y la linfa, el amortiguamiento 
del pH es muy fuerte. 



tabla 2.7 Algunos amortiguadores utilizados normalmente en los estu- 
dios bioqufmicos 



Sustancia Amortiguadora (Forma Acida) Nombre comun p K a 



Acido cacodilico 


— 


6.2 


2.2-Bis(hidroximetil)2,2',2" nitrilotrietanol 


BISTRIS 


6.5 


Piperazina-N,N'-bis(acido 2-etanosulfonico) 


PIPES 


6.8 


Imidazol 


— 


7.0 


N'-2-Hidroxietilpiperazina-N', acido 2-etanosulfonico 


HEPES 


7.6 


Tris(hidroximetil)aminometano 


Tris 


8.3 
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Moles de base anadidos por mol de glicina 

FIGURA 2.18 

Titulacion del anfolito glicina. Puesto 
que se pueden titular dos grupos con valores 
de p/C a bastante diferentes, esta es una curva de 
titulacion de dos fases. Tambien se muestra el 
punto isoelectrico calculado, pi. 



MOLECULAS CON GRUPOS IONIZABLES MULTIPLES: 

ANFOLITOS, POLIANFOLITOS Y POLIELECTROLITOS 

Hasta ahora hemos considerado las moleculas que contienen solo uno o unos 
pocos grupos debilmente acidos o basicos. Sin embargo, muchas moleculas 
contienen varios grupos ionizables y muestran un comportamiento mucho 
mas complejo durante la titulacion. 

Se denomina anfolito a una molecula que contiene grupos con valores de 
p K a acidos y basicos. Considerese, por ejemplo, la molecula de glicina: H 2 N — 
CH 2 — COOH. La glicina es un a-aminoacido, que pertenece a un grupo im- 
portante de aminoacidos que encontraremos en el Capitulo 5 como constitu- 
yentes de las proteinas. Los valores de p K a de los grupos carboxilato y amino de 
la glicina son 2.3 y 9.6, respectivamente. Si disolvemos glicina en una disolucion 
muy acida (por ejemplo, con un pH de 1.0), tanto el grupo amino como el car- 
boxilato se protonaran, y la molecula tendra una carga neta de +1. Si aumen- 
tamos el pH (anadiendo NaOH, por ejemplo), la disociacion de protones ten- 
dra lugar en la secuencia que sigue: 

pH creciente — • 



pH ijo & n 

H hi 

J 

H— N - CHj- CQQH .=? H N CH COO N — H — C H-r — COO 

I I 

H H « 

Carga neta: +1 0 -1 

Asi pues, la titulacion de la glicina tiene lugar en dos pasos, a medida que los 
grupos carboxilato, mas acidos, y los amino, menos acidos, pierden sus proto- 
nes sucesivamente. Por tanto, la glicina puede actuar como un buen amorti- 
guador en dos gamas bastante diferentes de pH, como muestra la Figura 2.18. 
En cada gama podemos describir la curva de titulacion aplicando la ecuacion de 
Henderson- Hasselbalch al grupo ionizable adecuado. A pH bajo, la forma prin- 
cipal de glicina tiene una carga neta de +1; a pH alto, la forma principal tiene 
una carga neta de — 1. Las concentraciones relativas de las tres formas se pre- 
sentan en la Figura 2.19. 

La zona cercana al pH neutro es interesante. En esta zona, la mayor parte de 
la glicina esta en la forma H 3 N — CH 2 — COO - , con una carga neta igual a cero. 
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Un anfolito que se encuentre en este estado, con igual numero de cargas po- 
sitivas y negativas, se denomina zwitterion. Sin embargo, solo existe un punto 
dentro de esta zona de pH donde la carga promedio de la glicina es cero. A este 
pH, denominado punto isoelectrico (pi), la mayoria de las moleculas de glici- 
na estan en forma de zwitterion, con muy pequenas cantidades de moleculas 
H 3 N — CH 2 — COOH y H 2 N — CH 2 — COO - , aunque exactamente iguales. 
Podemos calcular el punto isoelectrico aplicando la ecuacion de Henderson- 
Hasselbalch a ambos grupos ionizables. Si denominamos al pH en el punto 
isoelectrico pi, tenemos 



pl = P^COOH + log 



[H 3 NCH a COCr] 

[H 3 NCH 2 COOH] 



(2.19a) 



y 



pl = pKtfHa + log 



[H 2 NCH 2 COCr] 

[H 3 ftCH 2 COCr] 



(2.19b) 



Sumando estas ecuaciones (recordando que la suma de los logaritmos de dos 
magnitudes es el logaritmo de sus productos) obtenemos 



2 pl = PKcooh + p/^Ha + log 



[HgNCHgCOCr] 

[H 3 i\ICHgCOOH] 



( 2 . 20 ) 



Pero como [H 2 NCH 2 COO ] = [H 3 NCH 2 COOH] en el pi, el termino mas a la 
derecha es igual a log 1, es decir, cero. De ahi, 



I _ PKCOOH + P^0h 3 
P “ 2 



( 2 . 21 ) 



En este caso el resultado es sencillo: en una molecula con solo dos grupos ioni- 
zables, el pi es simplemente el promedio de los dos p K a . Si introducimos los valo- 
res que aparecen en la pagina 52, obtenemos para la glicina un pi = 5.95. Real- 
mente, como muestra la Figura 2.19, la glicina estara casi totalmente en la forma 
zwitterion, con carga cero, desde alrededor de pH 4 hasta alrededor de pH 8. 

Las moleculas grandes como las proteinas pueden tener muchos grupos aci- 
dos o basicos. Estas moleculas se denominan polianfolitos. Con mas de dos gru- 
pos cargados, el calculo del pi es mas complejo. Sin embargo, siempre que la 
molecula tenga grupos cargados positivamente y negativamente, tendra un 
punto isoelectrico en el cual la carga neta promedio es cero. Si predominan los 
grupos acidos, el pi sera bajo; si predominan los grupos basicos, el pi sera alto. 
En el Capitulo 5 veremos que este hecho es importante al tratar las disoluciones 
de proteinas. 

Se puede determinar experimentalmente el pi de un anfolito o de un po- 
lianfolito, utilizando el sencillo metodo de la electroforesis. Cuando se aplica 
un campo electrico a una disolucion de estos iones, las moleculas cargadas po- 
sitivamente se desplazan hacia el catodo y las que tienen carga negativa lo hacen 
hacia el anodo. Un anfolito no se mueve en ningun sentido cuando esta en su 
punto isoelectrico, puesto que tiene una carga neta igual a cero. Con el metodo 
denominado enfoque isoelectrico, los anfolitos se mueven a traves de un gra- 
diente de pH y se quedan quietos en su punto isoelectrico. De este modo, se se- 
paran los anfolitos y se determinan sus puntos isoelectricos (vease Herramientas 
de la Bioquimica 2A). 

Algunas macromoleculas, denominadas polielectrolitos, tienen multiplos 
de carga solo positiva o solo negativa. Los polielectrolitos fuertes, como los 
acidos nucleicos cargados negativamente (vease el Capitulo 4), estan ionizados 



El punto isoelectrico de un anfolito es 
el pH al que la carga promedio para 
todas las formas de la molecula es 
cero. 
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FIGURA 2.20 

Interacciones electrostaticas entre 
macroiones. (a) Repulsion. Las moleculas 
de DNA, con muchas cargas negativas, se 
repelen mutuamente con gran fuerza en 
disolucion. (b) Atraccion. Si se mezcla el DNA 
con una protefna cargada positivamente, estas 
moleculas tienen una fuerte tendencia a 
asociarse. 



Las interacciones entre macroiones 
dependen en gran medida del pH y 
de los iones pequenos que se 
encuentran en la disolucion. 



dentro de un amplio intervalo de pH. Ademas, existen polielectrolitos debiles 
como la polilisina, un polimero del aminoacido lisina: 

NK-, m, f NH, 

KtU* HHk 

tMwt 

HHQHHQHHO 

Polilisina 

Cuando en la misma molecula existen una serie de grupos ionizables debiles, el 
p K a de cada grupo esta influido por el estado de ionizacion de los demas. En 
una molecula como la polilisina, los primeros protones se eliminan mas facil- 
mente que los ultimos, puesto que la fuerte carga positiva sobre la molecula 
completamente protonada ayuda a eliminar los protones. A la inversa, una mo- 
lecula que alcanza una fuerte carga negativa cuando pierde los protones entre- 
ga los ultimos con dificultad, ya que sus valores de p K a se hacen extremada- 
mente elevados. 



Interacciones entre macroiones en disolucion 

Los polielectrolitos grandes, como los acidos nucleicos, y los polianfolitos, como 
las proteinas, se clasifican juntos como macroiones. Dependiendo del pH de la 
disolucion, pueden tener una carga neta considerable. Las fuerzas electrostati- 
cas de atraccion o de repulsion entre dichas particulas cargadas son muy im- 
portantes en la determinacion de su comportamiento en disolucion. 

SOLUBILIDAD DE LOS MACROIONES Y PH 

Puesto que los macroiones con una carga neta similar se repelen mutuamente, 
las moleculas de acidos nucleicos tienden a mantenerse separadas en disolucion 
(Ligura 2.20a). Por la misma razon, las proteinas tienden a ser solubles cuando 
tienen una carga neta, es decir, a valores de pH por encima y por debajo de sus 
puntos isoelectricos. En cambio, si se mezclan macromoleculas cargadas posi- 
tiva y negativamente, la atraccion electrostatica hace que tiendan a asociarse 
unas con otras (Ligura 2.20b). Muchas proteinas interaccionan fuertemente 
con el DNA; la mayor parte de ellas estan cargadas positivamente (vease la 
Ligura 2.20b). Un magnifico ejemplo de esto se encuentra en los cromosomas 
de los organismos superiores, en los que el DNA cargado negativamente esta 
fuertemente asociado con proteinas cargadas positivamente, denominadas his- 
tonas, para formar el complejo denominado cromatina (vease el Capitulo 28). 

Una clase mas sutil de interaccion electrostatica puede provocar que las 
moleculas de una proteina determinada se autoasocien al pH isoelectrico 
(Ligura 2.21). Por ejemplo, la proteina comun de la leche, /3-lactoglobulina, es 
un polianfolito con un punto isoelectrico de aproximadamente 5.3. Por encima 
o por debajo de este pH, todas las moleculas tienen cargas positivas o negativas 
y se repelen mutuamente. Por tanto, esta proteina es muy soluble a un pH aci- 
do o basico. En el punto isoelectrico la carga neta es cero, pero cada una de las 
moleculas todavia tiene zonas en la superficie con carga positiva y negativa. Las 
interacciones carga-carga, junto con otras clases de interacciones intermole- 
culares como las fuerzas de van der Waals, hacen que las moleculas tiendan a 
aglutinarse y precipitar. Por tanto, la /3-lactoglobulina, al igual que otras muchas 
proteinas, tiene la minima solubilidad en su punto isoelectrico (Ligura 2.21d). 
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(a) pH elevado: proteina soluble 
(desprotonada) 





(b) Punto isoelectrico: agregados de 
proteina 




pH 



(c) pH bajo: proteina soluble (protonada) 



(d) Solubilidad de la /3-lactoglobulina 



FIGURA 2.21 

Dependencia de la solubilidad proteica 

con el pH. (a) La mayona de las proteinas son 
muy solubles a pH elevado, donde todas sus 
moleculas estan cargadas negativamente. (b) 

En el punto isoelectrico, donde una proteina no 
tiene carga neta, sus moleculas retienen areas 
de carga positiva y negativa en sus superficies, 
dando lugar a la formacion de agregados y a 
precipitacion. (c) A pH bajo, las proteinas son 
solubles debido a su carga positiva. (d) 
Solubilidad de la /f-lactoglobulina a distintos 
valores de pH; la solubilidad minima tiene lugar 
en el punto isoelectrico. 



INFLUENCIA DE LOS IONES PEQUENOS: FUERZA IONICA 

Las interacciones de los macroiones se modifican enormemente por la presen- 
cia en la misma disolucion de iones pequenos, como los de las sales disueltas. 
Cada macroion recoge sobre el una atmosfera contraionica, con abundantes 
iones pequenos con carga opuesta, y esta nube de iones tiende a apantallar las 
moleculas unas de otras (Figura 2.22a). Obviamente, cuanto mas elevada sea la 
concentracion de iones pequenos, mas eficaz sera este apantallamiento elec- 
trostatico. Sin embargo, la relacion precisa del apantallamiento con la concen- 
tracion es bastante compleja. Una expresion cuantitativa de este efecto para 
los macroiones esfericos, propuesta por P. Debye y E. Htickel, se plantea en 
funcion de un radio efectivo (r) de la atmosfera contraionica. Este radio puede 
tomarse como medida de la distancia a la que dos macroiones “sienten” la pre- 
sencia mutua. Segun la teoria de Debye-Hiickel, 

r = — (2.22) 

jV2 X ' 

donde K es una constante que depende de la constante dielectrica del medio y 
de la temperatura, e I es una funcion de la concentracion, denominada fuerza 
ionica. La fuerza ionica se define: 



/ = % E m,Z,- 2 (2.23) 

donde la suma incluye todos los iones pequenos de la solucion. Para cada cla- 
se de ion, M, es su molaridad y Z, es su carga estequiometrica. Para un electro- 
lito 1:1 como el NaCl, tenemos Z Na + = +1 y Z cl - = -1; y puesto que M Na + = 
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Atraccion fuerte 



Macroion cargado 
negativamente 

Atmosfera 
contraionica 
con un exceso 
de iones positivos 

Radio 
efectivo de 
la atmosfera 
contraionica 

Lejos del macroion 
hay el mismo numero 
de iones positivos y 
negativos, como 
promedio 




Clave: 

• Ion negativo 

• Ion positivo 




Macroiones en una solucion salina de fuerza ionica baja 



Atraccion debil 




(a) Atmosfera contraionica 



Macroiones en una disolucion salina de elevada fuerza ionica 



FIGURA 2.22 

Influencia de los iones pequenos sobre 
las interacdones entre los macroiones. 

(a) Cuando se coloca un macroion (en este 
ejemplo, cargado negativamente) en una 
disolucion saiina acuosa, los iones pequenos 
con signo opuesto tienden a agruparse a su 
alrededor, formando una atmosfera 
contraionica. Hay mas cationes que aniones 
cerca del macroion que se muestra aquf; lejos 
del macroion, las concentraciones promedio de 
cationes y aniones son iguales. (b) Cuando la 
fuerza ionica es baja, la atmosfera contraionica 
es difusa e interfere poco con las interacciones 
de los macroiones. Cuando la fuerza ionica es 
elevada, la atmosfera contraionica se concentra 
alrededor de los macroiones y reduce en gran 
medida sus interacciones. 



(b) Influencia de la fuerza ionica 



= m c1 - = M NaC i, entonces / NaC i = M Nad- De ahi que la fuerza ionica sea igual a 
la molaridad de la sal para los electrolitos 1:1, pero esto no es cierto si intervie- 
nen iones multivalentes (como Mg 2+ o S0 4 2- ). Los iones multivalentes tienen 
una influencia individual mayor en la atmosfera ionica que los iones monova- 
lentes, como refleja el hecho que se incluya el cuadrado de la carga del ion al cal- 
cular la fuerza ionica. En estos electrolitos, I > M. 

Los efectos de la fuerza ionica del medio sobre la interaction entre los ma- 
croiones cargados se pueden resumir como muestra la Figura 2.22b. Cuando la 
fuerza ionica es muy debil, la atmosfera contraionica es muy extensa y difusa, y 
el apantallamiento es ineficaz. En dicha solucion, los macroiones se atraen o se 
repelen con fuerza. Si la fuerza ionica aumenta, la atmosfera contraionica se 
contrae y se concentra alrededor del macroion, y las interacciones de atraccion 
entre los grupos positivos y negativos se apantallan con eficacia. 

El efecto de apantallamiento de la atmosfera contraionica ayuda a explicar 
una observation general relacionada con la solubilidad de las proteinas: el au- 
mento de la fuerza ionica (hasta un determinado punto) aumenta la solubilidad, 
incluso en el punto isoelectrico. Este efecto de disolver las proteinas incremen- 
tando la concentration salina se denomina “salting in”. 

El aumento de la concentration salina hasta niveles muy elevados (por 
ejemplo, superior a varias unidades molares) causa el efecto opuesto. En solu- 
ciones salinas muy concentradas, gran parte del agua que normalmente solva- 
taria y ayudaria a solubilizar la molecula de proteina esta enlazada en las capas 
de hidratacion de numerosos iones salinos, impidiendo una hidratacion sufi- 
ciente de la proteina. Asi, con concentraciones salinas muy altas, la solubilidad 
de una proteina disminuye de nuevo, un efecto denominado “salting out”. 
Puesto que las diferentes proteinas responden de modo diferente a estos dos 
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efectos, con frecuencia se utiliza el “salting in” y el “salting out” para purificar las 
proteinas. 

Los efectos de las interacciones ionicas sobre el comportamiento de las ma- 
cromoleculas biologicas hacen que el bioquimico deba prestar mucha atencion 
tanto a la fuerza ionica como al pH. Generalmente, los investigadores utilizan 
una sal neutra (como NaCl o KC1) para controlar la fuerza ionica de una diso- 
lucion, asi como un amortiguador para controlar el pH. Para determinar la 
cantidad de sal que se debe anadir, con frecuencia intentan imitar las fuerzas io- 
nicas de la celula y de los liquidos corporales. Aunque las fuerzas ionicas varf- 
an de una clase de celula a otra o de un liquido a otro, un valor de 0.1 a 0.2 m 
suele ser adecuado en los experimentos bioquimicos. 
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En la celula tienen lugar una serie de interacciones no covalentes debiles entre 
iones, moleculas y partes de las moleculas. Entre estas interacciones, que son de 
10 a 100 veces mas debiles que la mayoria de las interacciones covalentes, figu- 
ran las interacciones carga-carga y las interacciones de dipolos permanentes e 
inducidos. Las moleculas nunca entran unas dentro de las otras, puesto que la 
atraccion que existe entre ellas se contrarresta por la repulsion cuando sus or- 
bitales electronicos empiezan a solaparse. El radio de van der Waals de una 
molecula es su distancia de acercamiento mas proximo a otra molecula. El en- 
lace de hidrogeno es la interaction no covalente mas fuerte, y comparte algunas 
caracteristicas (direccionalidad, especifkidad) con los enlaces covalentes. 

El agua es el medio esencial para la vida. Gran parte de las propiedades 
unicas del agua como sustancia se producen gracias a su polaridad y a su capa- 
cidad para formar enlaces de hidrogeno, propiedades que tambien le hacen ser 
un excelente disolvente. Las sustancias polares, las unidas por enlaces de hidro- 
geno y las ionicas se disuelven con facilidad en el agua y se denominan hidro- 
filas, mientras que otros compuestos se disuelven en agua solo en cantidad li- 
mitada y se denominan hidrofobos. Las moleculas anfipaticas, que tienen partes 
polares y partes no polares, forman estructuras peculiares como monocapas, ve- 
siculas y micelas cuando estan en contacto con el agua. Estas moleculas forman 
membranas bicapa que rodean las celulas y los compartimientos celulares. 

La ionization de los acidos y bases debiles es de una importancia crucial en 
bioquimica. La mayoria de los procesos relevantes tienen lugar en el intervalo de 
pH situado entre 6.5 y 8.0, el denominado margen fisiologico. La ecuacion de 
Henderson-Hasselbalch, que relaciona la proportion base conjugada/ acido no 
disociado con el pH y el p K a define el comportamiento de los acidos debiles y 
de sus bases conjugadas. Las curvas de titulacion muestran que el cambio del pH 
con la adicion de un acido o de una base es mas gradual en el margen cercano 
al p K a del acido; este es el fundamento para la preparation de las soluciones 
amortiguadoras. 

Un anfolito tiene grupos ionizables acidos y basicos; las moleculas pueden 
tener una carga neta positiva, cero o negativa, dependiendo del pH de la solu- 
tion. Un polianfolito tiene muchos grupos acidos y basicos. El punto isoelectrico 
de un anfolito o polianfolito es el pH en el cual la carga neta promedio de las 
moleculas es cero. Los polielectrolitos tienen multiples grupos ionizables con 
una sola clase de carga. El comportamiento de los macroiones (polianfolitos y 
polielectrolitos) en solucion depende del pH y de la presencia de pequenos io- 
nes, que apantallan los macroiones de las otras cargas. La magnitud del apan- 
tallamiento depende de la fuerza ionica de la solucion y esta definida cuantita- 
tivamente por la teoria de Debye-Hiickel. 
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PROBLEMAS 



En este capitulo y en los sucesivos, el asterisco sehala los problemas mas 
dificiles. 

1 . Un ion cloruro y un ion sodio estan separados por una distan- 
cia centro-centro de 0.5 nm. Calcular la energia de interaction 
(la energia necesaria para separarlos completamente) si el me- 
dio entre ellos es: (a) agua y (b) n-pentano (vease la Tabla 2.5). 



Expresar la energia en julios por mol de pares de iones. [Nota: 
La carga de un electron es 1.602 X 10~ 19 C, y el numero de 
Avogadro es 6.02 X 10 23 moleculas/mol.] 

2. Ordenar las siguientes sustancias en funcion del momento di- 
polar esperado y argumentar la election: 

H 2 S, CC1 4 , H 3 ft— CH 2 — COCT, H 3 N — CH 2 — CH 2 — CH 2 — COCr 

3. El siguiente grafico muestra la energia de interaction entre dos 
moleculas de agua situadas de tal modo que sus momentos 
dipolares son paralelos y apuntan en la misma direction. Trace 
una curva aproximada para la interaction entre dos moleculas 
de agua orientadas con momentos dipolares antiparalelos. 




*4. (a) Resuelva la ecuacion cuadratica senalada en la ecuacion 
(2.13) para el caso mas general en el que la concentration 
de acido (A 0 = [HA] + [A - ]) posea cualquier valor de A 0 . 
(b) Se puede evitar el resolver una ecuacion cuadratica utili- 
zando un metodo de aproximaciones sucesivas, comen- 
zando con x 2 = A 0 K a . Explique como puede hacerse. 

5. 2 Cual es el pH de cada una de las siguientes soluciones? 

(a) Acido clorhidrico 0.35 m 

(b) Acido acetico 0.35 m 

(c) Acido acetico 0.035 m 

[Observese que el metodo aproximado empleado en la 
ecuacion (2.14) no da una respuesta adecuada para A 0 bajo.] 

6. El acido debil HA esta ionizado (disociado) un 2% en una 
disolucion 0.20 M. 

(a) iCual es la K a de este acido? 

(b) 2 Cual es el pH de esta solution? 

*7. Calcule los valores del pH y trace la curva de titulacion de 500 
mL de acido acetico 0.010 M (p Ka 4.76) con KOH 0.010 m. 

8. 2 Cual es el pH de las siguientes mezclas de disoluciones amorti- 
guadoras? 

(a) acido acetico 1 m mas acetato sodico 0.5 M 

(b) acido fosforico 0.3 m mas KH 2 P0 4 0.8 m 

*9. (a) Suponga que quiere conseguir un amortiguador de un pH 
exactamente 7.00 utilizando KH 2 P0 4 y Na 2 HP0 4 . Si tiene 
una solution de KH 2 P0 4 0.1 m, 2 que concentration de 
Na 2 HP0 4 necesitaria? 

(b) Imagine que quiere conseguir un amortiguador del mismo 
pH, empleando las mismas sustancias, pero quiere que la mo- 
laridad de fosfato total ([HP0 4 2 ~] + [H 2 POu]) sea igual a 0.3. 
2 Que concentraciones de KH 2 P0 4 y de Na 2 HP0 4 utilizaria? 

10. Una muestra de 500 mL de un amortiguador formiato 0.100 m, 
pH 3.75, se trata con 5 mL de KOH 1.00 m. 2 Que pH se obtiene 
tras dicha adicion? 
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11. Necesita hacer un amortiguador con un pH 7.0 y puede elegir 
entre los acidos debiles que aparecen en la Tabla 2.6 en la pagi- 
na 46. Comente brevemente su election. 

12. Describa la preparation de 2.00 L de amortiguador glicina 0.100 
M, pH 9.0, a partir de glicina (peso molecular en forma de zwitte- 
rion, 75.07 g/mol) y NaOH 1.00 m. El pK a de la glicina es 9.6. 

13. El dioxido de carbono se encuentra disuelto en la sangre (pH 
7.4) para formar una mezcla de acido carbonico y bicarbonato. 
Despreciando el C0 2 libre, 2 que fraction de acido carbonico se 
encontrara presente? ^Esperaria encontrar una cantidad signifi- 
cativa de carbonato (C0 3 2- )? 

*14. La eficacia de un amortiguador para resistir cambios de pH 
tras la adicion de un acido o de una base se denomina capaci- 
dad amortiguadora. Una forma de definir esta magnitud, que 
llamaremos B, es B = dx/dpH, donde x es el numero de moles 
de acido o base debil anadidos. Observese que la ecuacion de 
Henderson-Hasselbalch puede escribirse de la forma 



CH„ — CO,H 

I 

HO — C — CO,H 

I 

ch 2 — co 2 h 

Acido citrico 

17. Un estudiante esta realizando una preparation biologica que 
necesita NaCl 1 m para mantener una fuerza ionica de 1.0; en su 
lugar, el estudiante decide emplear sulfato de amonio 1.0 m. 
2 Por que ha cometido un grave error? 

*18. 2 Cual es el pH optimo para separar una mezcla de lisina, argin- 
ina y cisteina mediante electroforesis? Dibuje las estructuras de 
los tres aminoacidos en el estado de protonacion que predomi- 
nant i al pH que ha elegido. Vease la Tabla 5.1 en la pagina 143. 
Indique la carga neta al pH elegido para cada aminoacido, asi 
como la direction en que se desplazara y la movilidad relativa en 
el campo electrico. 



pH = p K a + log 

A 0 - x 

donde A 0 es la concentration total de acido. 

(a) Obtener una expresion de B en terminos de Aq y de la frac- 
tion de acido titulado/j donde /= x/Aq. [Pista: Es mas facil 
determinar dpHIdx y tomar la inversa.] 

(b) 2 A que valor de / es maxima la capacidad amortiguadora? 
(La forma mas sencilla de determinarlo es representar B 
frente a f.) 

(c) 2 Cual es el valor maximo de B? 

(d) 2 Cual es el efecto de A 0 sobre B? 

*15. El aminoacido arginina se ioniza segun el siguiente esquema. 

Calcule el punto isoelectrico de la arginina. Puede desdenar la 

contribution de la forma 1. 2 Por que? 



• • 

\ 

Aplicar la muestra de la mezcla aqui 

19. Suponga que tiene dos variantes geneticas de una proteina 
grande que difieren unicamente en que una contiene una his- 
tidina {pK a de la cadena lateral 6.4) cuando la otra tiene una 
valina (cadena lateral sin carga). 

(a) iQue seria mejor para la separation, la electroforesis en gel 
o el enfoque isoelectrico? 2 Por que? 

(b) iQue pH elegiria para la separation? 
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16. Es posible hacer un amortiguador que sea eficaz a un pH prox- 
imo a 7, utilizando acido citrico, que solo contiene grupos car- 
boxilato. Expliquelo. 



HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 2 A 



Electroforesis y enfoque isoelectrico 

Principios generates 

Cuando se aplica un campo electrico a una solution, las mo- 
leculas de soluto con carga neta positiva se desplazan hacia el 
catodo y las moleculas con carga neta negativa se desplazan 
hacia el anodo. Este desplazamiento se denomina electrofore- 



sis. La velocidad de las moleculas depende de dos factores. 
Conduciendo el movimiento esta la fuerza qf, ejercida por el 
campo electrico sobre la particula, donde q es la carga de la 
molecula (en Culombios) y % es la fuerza del campo electrico 
(en voltios por metro). Resistiendo el movimiento esta la fuer- 
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Componente figura2A.1 

migrador (-) Electroforesis en papel. 




za de friccion /v, que ejerce el entorno sobre la partlcula, sien- 
do v la velocidad de la partlcula y /su coeficiente de friccion, 
que depende del tamano y de la forma de las moleculas. Las 
moleculas grandes o asimetricas encuentran mas resistencia de 
friccion que las moleculas pequenas o compactas, y, por tan- 
to, tienen unos coeficientes de friccion mayores. 

Cuando se activa el campo electrico, la molecula se acele- 
ra rapidamente hasta alcanzar una velocidad en la que estas 
fuerzas se equilibran y luego se mueve constantemente a esa 
velocidad. La velocidad constante viene determinada por el 
equilibrio de las fuerzas: 

fv=q% (2A.1) 

Podemos escribir de nuevo esta ecuacion como v!% = q/f para 
expresar la velocidad del movimiento por unidad de fuerza del 
campo, v!%. Este cociente se denomina movilidad electrofo- 
retica (//) de la molecula: 




En el lado derecho de la ecuacion, hemos expresado la carga 
sobre la molecula como el producto de la unidad de carga del 
electron (o proton) ( e ) por el numero de unidades de carga, Z 
(un numero entero positivo o negativo). Puesto que /depen- 
de del tamano y de la forma de la molecula, la ecuacion (2A.1) 
nos indica que la movilidad de una molecula depende de su 
carga y de las dimensiones moleculares*. Como los iones y los 
macroiones difieren en ambos aspectos, su comportamiento 
en un campo electrico proporciona una buena manera de se- 
pararlos. La separacion electroforetica es uno de los metodos 
mas utilizados en bioquimica. 



* La ecuacion (2A.2) es en realidad una aproximacion, puesto que no tiene 
en cuenta los efectos de la atmosfera ionica. Vease van Holde, Johnson y Ho 
(Bibliografia) para mas detalles. 



Electroforesis en papel 
y electroforesis en gel 

Aunque la electroforesis pueda llevarse a cabo de modo libre 
en una disolucion, es mas conveniente utilizar alguna clase 
de medio de soporte. Los dos medios de soporte mas utilizados, 
el papel y el gel, se muestran en las Figuras 2A.1 y 2A.2. La 
electroforesis en papel (Figura 2A.1) suele emplearse para se- 
parar mezclas de moleculas pequenas cargadas. Se extiende 
un trozo de papel de filtro humedecido con una solucion 
amortiguadora para controlar el pH, entre dos cubetas que 
contienen electrodos. Se coloca en el papel una gota de la 
mezcla que se va a analizar y se aplica la corriente electrica. 
Cuando las moleculas se han desplazado durante un periodo 
de tiempo suficiente, generalmente varias horas, se retira el 
papel, se seca y se tine con un colorante que da color a las sus- 
tancias que se van a examinar. Cada clase de molecula carga- 
da de la mezcla se habra desplazado una distancia determina- 
da hacia el anodo o hacia el catodo, dependiendo de su carga 
y dimensiones, y aparecera como una mancha coloreada en el 
papel en la nueva posicion. Normalmente las manchas suelen 
identificarse comparandolas con una serie de patrones que 
han corrido en el mismo papel. Si las sustancias desconocidas 
son radiactivas, se pueden recortar las manchas y medir su 
radiactividad mediante recuento de centelleo (vease Herra- 
mientas de la Bioquimica 12A). 

La electroforesis en gel (Figura 2A.2) es una tecnica muy 
utilizada con las proteinas y los acidos nucleicos. En realidad, 
es probablemente el metodo mas importante en biologia mo- 
lecular. Se coloca un gel que contenga la solucion amortigua- 
dora adecuada a modo de lamina entre dos placas de cristal. 
Los materiales mas corrientes son la poliacrilamida, un poli- 
mero entrecruzado soluble en agua, y la agarosa, un polisaca- 
rido. La lamina se coloca entre los compartimientos de los 
electrodos, seleccionando la parte inferior como anodo o ca- 
todo, dependiendo de si se van a separar aniones o cationes. 
Con una pipeta, se coloca cuidadosamente una pequena can- 
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FIGURA 2A.2 

Electroforesis en gel. 



Soluciones inicialmente colocadas aqui 




Catodo 



Disolucion amortiguadora 



Gel colocado entre placas 
de cristal. Se practican unas 
muescas en lo alto del gel, 
donde se aplican las muestras. 

Anodo 



Disolucion amortiguadora 



tidad de una solucion de cada muestra en cada una de las 
muescas practicadas previamente en la parte superior del gel. 
Generalmente, se anade a la muestra glicerol y un colorante 
“de localizacion” cationico o anionico soluble en agua. El gli- 
cerol hace que la solucion de la muestra sea densa, de modo 
que no se mezcle con la solucion amortiguadora de la cama- 
ra del electrodo superior. El colorante se desplaza mas rapi- 
damente que la mayoria de los macroiones, de modo que el in- 
vestigador puede seguir la evolucion del experimento con 
facilidad. La corriente se mantiene conectada hasta que la 
banda de colorante de localizacion este cerca de la parte infe- 
rior de la lamina. Entonces se retira el gel de entre las placas de 
cristal y generalmente se tine con un colorante que se une a las 
protemas o a los acidos nucleicos. En este momento, se toma 
una fotografia del gel para poder guardar la information ob- 
tenida. Dado que la mezcla de protemas o de acidos nucleicos 
se aplico en forma de banda estrecha en la parte superior del 
gel, los componentes que se desplazan con movilidades dife- 
rentes aparecen como bandas estrechas en el gel, aunque las 
bandas puedan ensancharse en cierta medida por difusion. 
Algunas tecnicas (vease la Bibliografla de las Herramientas de 
la Bioqulmica) permiten estrechar todavla mas las bandas, de 
modo que cada clase de macroiones aparecen como lineas es- 
trechas en el gel; la Figura 2A.3 muestra un ejemplo de sepa- 
ration de fragmentos de DNA con este metodo. La movilidad 
relativa de cada componente se calcula a partir de la distancia 
que se ha desplazado con relation al colorante de localiza- 
cion. 

Principios de separacion 
en la electroforesis en gel 

Cuando la electroforesis se realiza en un gel o en otro me- 
dio de soporte, la movilidad es inferior a la que cabria esperar 
segun la ecuacion (2A.1) debido a que el gel u otra matriz 
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Electroforesis 
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FIGURA 2A.3 

Cel que muestra la separacion de fragmentos de DNA. 

Cortesfa de David Helfman. 



muestra un efecto de tamizado molecular. Esto puede verse 
representando graficamente la movilidad frente a la concen- 
tration del gel (Figura 2A.4a). Generalmente, una grafica de 
log ,ll frente al porcentaje del gel es lineal; esto se denomina 
una representation de Ferguson. La movilidad limite que se 
alcanza cuando el porcentaje de gel se acerca a cero se denomi- 
na movilidad libre; se puede determinar, aproximadamente, 
mediante la ecuacion (2A.1). La inclination de la representa- 
cion de Ferguson depende del tamano y de la forma del ma- 
croion, puesto que refleja la dificultad que experimenta el ma- 
croion cuando pasa a traves del entramado molecular del gel. 

Como resultado de estos diversos factores, diferentes clases 
de moleculas pueden mostrar comportamientos muy dife- 
rentes en la electroforesis en gel (Figura 2A.4b). Sin embargo, 
algunos casos simples tienen gran importancia. Los polielec- 
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3. 




(a) Representacion de Ferguson: movilidad 
de una sola clase de molecula 



a. 




Particula 
pequena, 
carga elevada 

Particula 
pequena, 
carga baja 

Particula grande, 
carga elevada 

Particula grande, 
carga baja 



(b) Representacion de Ferguson de varias clases 
de moleculas 
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de gel, p. ej., en la llnea roja de (c) 

(c) Representacion de Ferguson que se observa (d) Relacion entre el peso molecular (M) y la movilidad en 

cuando la carga es proporcional a la longitud una concentracion determinada del gel para moleculas 

como las que se muestran en (c) 

FIGURA 2A.4 

Movilidad de las partlculas en la electroforesis en gel. La movilidad de las partlculas toma valores diferentes en funcion de la concentracion del gel. 
Una representacion de Ferguson dispone el log de la movilidad relativa (/i) frente al porcentaje de gel en la matriz. (a) Representacion de Ferguson para una 
sola clase de molecula. Si se Neva la representacion hasta el 0% de gel, se obtiene la movilidad libre teorica de la molecula. (b) Representacion de Ferguson 
para cuatro moleculas con tamano y carga diferentes. Observese que las movilidades libres dependen mas de la carga que del tamano, mientras que la 
pendiente depende principalmente del tamano. (c) Representacion de Ferguson para moleculas con carga proporcional a su longitud. Las moleculas estan 
numeradas en orden de longitud y carga crecientes. Las movilidades libres de dichas moleculas son casi iguales, pero cuanto mas larga es la molecula, mas 
se enlentece al aumentar la concentracion del gel. (d) Representacion de la relacion entre el peso molecular y la movilidad. El log del peso molecular (M) de 
las cuatro moleculas que aparecen en (c) esta representado frente a sus movilidades a una unica concentracion de gel. Cuando se prepara esta clase de 
grafico a partir de patrones de referencia, puede utilizarse para determinar los pesos moleculares de las moleculas separadas. 




Cuatro 
partlculas 
con cargas 
proporcionales 
a la longitud 




Movilidad en una concentracion determinada 



trolitos como el DNA o la molecula de polilisina que aparece 
en la figura de la pagina 54 tienen una unidad de carga en 
cada residuo, de modo que cada molecula tiene una carga 
(Ze) proporcional a su longitud molecular. Pero el coeficien- 
te de friction (f) tambien aumenta con la longitud molecular, 
de modo que en una primera aproximacion, un macroion 
cuya carga es proporcional a su longitud tiene una movilidad 
libre casi independiente de su tamano. En una mezcla de esta 
clase de moleculas, el efecto de tamizado molecular determi- 
na las movilidades relativas en cualquier concentracion de gel 
dada (Figura 2A.4c) y el efecto de tamizado es proporcional a 
la longitud molecular o al peso molecular. Esto significa que, 
mediante la electroforesis en gel, podemos separar perfecta- 
mente dichas moleculas basandose solo en su tamano, como 
muestra la Figura 2A.3. Para las moleculas alargadas, como los 
acidos nucleicos la movilidad relativa suele ser, aproximada- 
mente, una funcion lineal del logaritmo del peso molecular 
(Figura 2A.4d). Normalmente, en una o mas calles del gel se 
colocan patrones de peso molecular conocido. Entonces se 



puede leer el peso molecular en una grafica como la de la Fi- 
gura 2A.4d obtenida a partir de estos patrones de referencia. 

Enfoque isoelectrico 

Existe otra tecnica de electroforesis en gel, que permite sepa- 
rar las moleculas unicamente segun sus caracteristicas de car- 
ga. Un polianfolito se desplazara en un campo electrico como 
otros iones, si tiene una carga neta positiva o negativa. Sin 
embargo, en su punto isoelectrico, su carga neta es cero y no 
es atraido ni hacia el anodo ni hacia el catodo. Si empleamos 
un gel con un gradiente de pH estable que cubra un amplio 
intervalo de pH, cada molecula de polianfolito se desplaza 
hacia la position de su punto isoelectrico y se acumula en ese 
lugar. Podemos establecer un gradiente asi, utilizando como 
amortiguador del gel una mezcla de anfolitos de bajo peso 
molecular. Este metodo de separation, denominado enfoque 
isoelectrico, da lugar a bandas bien diferenciadas de polian- 
folitos acumulados y puede separar moleculas con diferen- 



ELECTROFORESIS Y ENFOQUE ISOELECTRICO 



63 




Catodo 



cias muy pequenas de punto isoelectrico (Figura 2A.5). Puesto 
que se conoce el pH de cada portion del gel, el enfoque isoe- 
lectrico tambien puede utilizarse para determinar el punto 
isoelectrico de un polianfolito concreto. 

Otros metodos 

Vamos a considerar otras tecnicas de electroforesis en capltu- 
los posteriores y en las secciones de Herramientas. Por ejem- 
plo, en Herramientas de la Bioqulmica 5C, describimos el em- 
pleo de la electroforesis en gel SDS para separar protelnas y 
determinar su peso molecular. Lo que acabamos de presentar 
es una perspectiva general de una tecnica muy aplicada. Para 
mas information, consulte la siguiente bibliografla. 
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u Enfoque isoelectrico de los polianfolitos. En 

un gel con un gradiente de pH se coloca una mezcla 

_j_ de variantes del polianfolito hemoglobina. Cuando se 

aplica un campo electrico, cada variante proteica se 
Anodo desplaza hasta su propio punto isoelectrico. 
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Una celula viva es una estructura dinamica. Crece, se mueve, sinte- 
tiza macromoleculas complejas y traslada selectivamente sustancias dentro y 
fuera de la celula o entre compartimientos. Toda esta actividad requiere energla, 
por lo que cada celula y cada organismo deben obtenerla de sus alrededores y 
gastarla de la manera mas eficaz posible. Las plantas obtienen la energla de la luz 
solar; los animales utilizan la energla almacenada en las plantas o en otros ani- 
males de los que se alimentan. El procesamiento de esta energla, aprovechandola 
lo mas posible para realizar las funciones que una celula u organismo debe lle- 
var a cabo es una gran parte del tema en el que se centra la bioqulmica. En cada 
celula, la mayor parte de la elegante maquinaria molecular existente esta dedi- 
cada a esta tarea. 

Debido al papel central que desempena la energla en la vida, resulta ade- 
cuado que empecemos el estudio de la bioqulmica con una introduction a la 
bioenergetica, el analisis cuantitativo de la forma en que los organismos ad- 
quieren y utilizan la energla. La bioenergetica puede considerarse una parte 
especial de la ciencia general de las transformaciones energeticas, denominada 
termodinamica. En este capltulo revisaremos tan solo una pequena parte de ese 
campo, eligiendo unicamente los conceptos que son importantes para el bio- 
qulmico o el biologo. 






La bioenergetica describe la forma en 
la que los organismos adquieren, 
canalizan y utilizan la energla. 



Energla, calor y trabajo 

Una palabra que utilizaremos con frecuencia en nuestra exposition es la de 
sistema. En este contexto, un sistema es la parte del universo que elegimos para 
el estudio. Puede tratarse de una unica celula bacteriana, de una placa de Petri 
que contenga nutrientes y millones de celulas, de todo el laboratorio en el que 
se encuentra la placa, de la tierra o del universo entero. Un sistema debe tener 
unos llmites definidos, pero por lo demas hay pocas restricciones. El sistema 
puede ser aislado, y en consecuencia incapaz de intercambiar energia y materia 
con sus alrededores; puede ser cerrado, capaz de intercambiar energla, aunque 
no materia; o puede ser abierto, de forma que la energla y la materia puedan en- 
trar y salir. 
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ENERGIA INTERNA Y ESTADO DE UN SISTEMA 



La energia interna de un sistema 
incluye todas las formas de energia 
que pueden intercambiarse mediante 
procesos fisicos simples 
(extranucleares) o reacciones 
quimicas. 



Todo sistema contiene una determinada cantidad de energia interna, que indi- 
camos con el simbolo E. Es importante para entendernos especificar lo que in- 
cluye esta energia interna. Los atomos y moleculas del sistema poseen una ener- 
gia cinetica de movimiento y una energia de vibracion y rotacion. Incluimos, 
ademas, toda la energia almacenada en los enlaces quimicos existentes entre los 
atomos y la energia de las interacciones no covalentes entre las moleculas. En 
realidad, debemos incluir todo tipo de energia que pueda modificarse por pro- 
cesos quimicos o fisicos no nucleares. No es necesario incluir la energia alma- 
cenada en el nucleo atomico, puesto que esta no se altera en las reacciones qui- 
micas o bioquimicas. La energia interna es una funcion del estado de un 
sistema. El estado termodinamico se define mediante la indicacion de las can- 
tidades de todas las sustancias presentes y dos cualesquiera de las tres variables 
siguientes: la temperatura (T), la presion sobre el sistema (P) y el volumen del 
sistema (V). Se trata basicamente de una receta para expresar el sistema de una 
forma definida. Asi por ejemplo, un sistema compuesto por 1 mol de 0 2 en es- 
tado gaseoso en 1 litre a 273 K, tiene un estado definido y, por tanto, un valor 
de energia interna definido. Este valor es independiente de cualquier antecedente 
previo del sistema. 

Salvo que un sistema este aislado, puede intercambiar energia con sus alre- 
dedores y modificar, por tanto, su energia interna; definimos este cambio como 
A E. Para un sistema cerrado este intercambio solo puede producirse de dos 
formas. En primer lugar, puede transferirse calor a un sistema o desde el. En se- 
gundo lugar, el sistema puede realizar un trabajo sobre sus alrededores o hacer 
que se realice un trabajo sobre el. El trabajo puede adoptar muchas formas. 
Puede incluir la expansion del sistema contra una presion externa como la ex- 
pansion de los pulmones, el trabajo electrico como el que realiza una bateria o 
el que es necesario para bombear iones a traves de una membrana, la expansion 
de una superficie contra la tension superficial, la flexion de un flagelo para im- 
pulsar a un protozoo, o el levantamiento de un peso mediante la contraccion de 
un musculo. En todos estos ejemplos, se ejerce una fuerza contra una resisten- 
cia para producir un desplazamiento; asi se realiza trabajo. 

Observese que el calor y el trabajo no son propiedades del sistema. Pueden 
considerarse como una “energia en transito” entre el sistema y sus alrededores. 
Se han adoptado determinados convenios para describir estas formas de inter- 
cambio de energia: 



1. Designamos el calor mediante el simbolo q. Un valor positivo de q indi- 
ca que el sistema absorbe calor de sus alrededores. Un valor negativo 
significa que el calor fluye desde el sistema hacia sus alrededores. 

2. Designamos el trabajo con el simbolo w. Un valor positivo de w indica 
que el sistema realiza trabajo sobre sus alrededores. Un valor negativo sig- 
nifica que los alrededores realizan trabajo sobre el sistema. 

Todo esto puede parecer excesivamente abstracto, pero tiene una relacion 
muy directa con el funcionamiento de todos los dias de nuestros cuerpos. 
Cuando ingerimos un alimento como la glucosa, lo metabolizamos y final- 
mente lo oxidamos hasta C0 2 y agua. La oxidacion de un gramo de glucosa se 
asocia con un cambio de energia definido (A E), y parte de la energia liberada 
esta disponible para nuestro uso. Parte de esta energia disponible la gastamos 
para generar calor (por ejemplo, para mantener la temperatura corporal) y 
parte en diversas clases de trabajo, entre las que se encuentran no solo las que 
son obvias, como caminar y respirar, sino tambien otras clases mas sutiles, 
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como el envio de impulsos a lo largo de los nervios, el bombeo de iones a tra- 
ves de las membranas, etc. 

PRIMERA LEY DE LA TERMODINAMICA 

La energia interna de un sistema solo puede modificarse mediante intercambios 
de calor o de trabajo con el entorno, por lo que el cambio de energia interna vie- 
ne dado por 



AE=q-w (3.1) 

Esta ecuacion, que es valida para todos los procesos, expresa la primera ley de 
la termodinamica. Esta primera ley es simplemente una regia de contabilidad, 
una afirmacion de la conservation de la energia. Cuando se ha producido un 
proceso fisico o una reaccion quimica, podemos sumar los ingresos y los gastos 
de energia y cuadrar el balance. La energia puede obtenerse y gastarse de dis- 
tintas formas pero, al menos en los procesos quimicos, no puede crearse ni 
destruirse. Consideremos, por ejemplo, un proceso en el que el sistema absor- 
be una determinada cantidad de calor, al tiempo que realiza una cantidad exac- 
tamente equivalente de trabajo sob re su entorno. En este caso, tanto q como w 
son positivos, y q = w, por lo que A E = 0. Esto concuerda con lo que nos indi- 
ca el sentido comun: si ha entrado una determinada cantidad de energia en for- 
ma de calor y ha salido una cantidad igual en forma de trabajo, la energia en el 
interior del sistema no ha cambiado. 

Los cambios de energia interna, como los de cualquier funcion de estado, de- 
penden unicamente de los estados inicial y final del sistema, y son indepen- 
dientes del camino seguido. Sin embargo, las cantidades de calor y de trabajo in- 
tercambiados en cualquier proceso dependen en gran medida de las condiciones 
que impongamos. Para concretar esta idea, consideremos una reaccion quimi- 
ca determinada, la oxidacion completa de 1 mol de un acido graso como el aci- 
do palmitico: 

CH 3 (CH 2 ) 14 C00H (solido) + 230 2 (gas) >► 16C0 2 (gas) + 16H 2 0 (liquido) 

La oxidacion del acido palmitico es realmente una reaccion bioquimica im- 
portante que se produce de una manera mucho mas indirecta, en nuestro cuer- 
po cuando metabolizamos las grasas. Consideraremos la realization de esta 
reaccion de dos formas diferentes, como se muestra en la Figura 3.1. En la Fi- 
gure 3.1a, la reaccion se lleva a cabo mediante la ignition de la mezcla en un re- 
cipiente sellado (una “bomba” calorimetrica) sumergido en un bano de agua. La 
reaccion en estas condiciones tiene lugar a volumen constante. Podemos medir 
el calor que pasa desde el recipiente de reaccion (el sistema) al bano de agua (el 
entorno) por el cambio de temperatura que se produce en el bano, conociendo 
la masa de agua y la capacidad de calor (por gramo) del agua. Como el reci- 
piente de reaccion tiene un volumen fijo, no se ha realizado trabajo alguno so- 
bre el entorno, ni este lo ha realizado sobre el sistema. En consecuencia, segun 
la ecuacion (3.1), 



A E=q (3.2) 

El calor total que se transfiere desde el recipiente de reaccion al entorno es 
exactamente igual al cambio de energia interna, y ese cambio de energia se 
debe principalmente a las modificaciones de los enlaces quimicos que se han 
producido durante la reaccion. La unidad actualmente aceptada para el calor, el 



La energia interna de un sistema solo 
puede modificarse mediante el 
intercambio de calor o trabajo con el 
entorno. Esta es la primera ley de la 
termodinamica. 



El calor que se desarrolla en una 
reaccion a volumen constante es igual 
a A E. 
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FIGURA 3.1 

Intercambio de calor y trabajo en 
reacciones a volumen constante y a 
presion constante. Una misma reaccion, la 
oxidacion de 1 mol de un acido graso, se 
realiza en dos tipos de condiciones. (a) La 
reaccion se produce en un recipiente sellado o 
"bomba". El calor ( q ) se transfiere al bano 
acuoso circundante y se mide por el pequeno 
aumento de temperatura del agua. No se 
realiza trabajo alguno, puesto que el sistema 
tiene un volumen constante. (b) El recipiente 
de reaccion lleva acoplado un piston que se 
mantiene a una presion de 1 atm. Durante la 
reaccion, el calentamiento del gas en el 
recipiente empuja el piston. Sin embargo, la 
reaccion da lugar a una disminucion del 
numero de moles de gas, por lo que una vez 
enfriado el recipiente y el gas a la temperatura 
del agua, el volumen de gas es inferior al 
volumen inicial. Asf pues, se realiza un trabajo 
neto sobre el sistema, y la cantidad total de 
calor comunicada al bano es ligeramente 
superior a la que se produce en (a). 



trabajo y la energia es el julio (J)*. Para la reaccion anterior, el valor observado 
de A E es de -9941.4 kj/mol. El signo negativo corresponde al hecho de que la 
reaccion libera la energia almacenada en los enlaces quimicos. La energia con- 
tenida en el sistema ha disminuido al transferirse esta energia de los enlaces al 
entorno en forma de calor. 

Supongamos ahora que la misma reaccion se lleva a cabo a una presion 
constante de una atmosfera, como se indica en la Figura 3.1b. En este caso, el sis- 
tema puede expandirse o contraerse libremente, y finalmente se contrae en una 
cantidad proporcional a la disminucion del numero de moles de gas, que pasan 
de 23 a 16 moles durante la reaccion. (Despreciamos el volumen relativamen- 
te pequeno de solidos y liquidos.) La reduccion del volumen de gas significa que 
el entorno ha realizado una determinada cantidad de trabajo sobre el sistema. 
Esto puede calcularse de la forma siguiente. 

Cuando el volumen (V) se modifica a una presion constante (P), 

w=P \V (3.3) 

Para calcular w, podemos hacer una a proximacion. Supongamos que las tem- 
peraturas inicial y final del sistema son practicamente la misma (digamos 25°C, 



* En el pasado, los bioquimicos tendian a expresar la energia, el calor y el trabajo en calorias o kilo- 
calorias. Sin embargo, las unidades del Sistema Internacional de Unidades (SI) julio y kilojulio las estan 
sustituyendo actualmente. La conversion es facil: 1 cal = 4.184 J. De igual modo, 1 kcal (kilocalorla, es 
decir, 10 3 calorias) = 4.184 kj (kilojulios). Surge una complicacion del hecho de que la “caloria” a la que 
se refieren los especialistas en nutricion es en realidad una kilocaloria. 
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o 298 K) y que se trata de gases ideales. Podemos utilizar entonces la ecuacion 
de los gases, PV = nRT. Esto nos da 

RT 

AV = An (3.4) 

P 

en donde R es la constante de los gases, T la temperatura absoluta en Kelvin, y 
A n el cambio del numero de moles de gases por mol de acido palmitico oxida- 
do. Sustituyendo en la ecuacion (3.3) el valor indicado en (3.4), obtenemos 

w = An RT (3.5) 

Puesto que deseamos obtener w en julios por mol, utilizamos R = 8.314 J/K-mol 
en la ecuacion (3.5), con lo que se obtiene w= -17.3 kj/mol de palmitato. 

El calor generado en esta combustion a presion constante sera 

q = AE + iv = AE + P Al/ = AE + An RT 
= -9941.4 kJ/mol - 17.3 kj/mol = -9958.7 kj/mol ' 

La cantidad de calor liberada al entorno es ligeramente superior en estas con- 
diciones de presion constante que en las condiciones de volumen constante de la 
Figura 3.1a. La razon debe estar ya clara: en condiciones de presion constante, 
el entorno puede realizar trabajo sobre el sistema, y este trabajo (denominado 
trabajo PV) reaparece en forma de calor adicional liberado desde el sistema al 
entorno. 

Aunque el calor y el trabajo intercambiados con el entorno dependen del ca- 
mino, es importante recordar que AE no depende del camino, sino unicamen- 
te de los estados inicial y final. 

ENTALPIA 

La mayor parte de las reacciones quimicas que se realizan en el laboratorio y 
practicamente todos los procesos bioquimicos se producen en unas condiciones 
que se aproximan mucho mas a las de presion constante que a las de volumen 
constante. Si estamos interesados en el calor que puede obtenerse mediante la 
oxidacion del acido palmitico en un animal, lo que deseamos saber es el calor 
desarrollado a presion constante. Como hemos indicado en la ecuacion (3.6), 
este calor no es exactamente igual a AE debido al trabajo PV realizado. 

Por tanto, para expresar el cambio de calor en una reaccion a presion cons- 
tante, necesitamos otra funcion de estado. Definimos una nueva magnitud, la 
entalpia, cuyo simbolo es H: 



H = E+ PV (3.7) 

Dado que E y PV son funciones de estado, H tambien es una funcion de estado. 
El cambio A H depende tan solo de los estados inicial y final del proceso para el 
que se calcula. Para las reacciones a presion constante, A H se define de la si- 
guiente forma: 



AH = AE + P AV (3.8) 

El valor A H es el mismo que la cantidad de calor (q) calculada en la ecuacion 
(3.6). En otras palabras, cuando el calor de una reaccion se mide a presion cons- 
tante, lo que se determina es AH. 

Los cambios de energia que encontrara tabulados a lo largo de este y de otros 
libros de bioquimica estaran casi siempre en forma de valores de AH. Esto es lo 



El calor que se desarrolla en una 
reaccion a presion constante es igual a 
la entalpia, AH. 



La variacion de entalpia de una 
reaccion es para los bioquimicos la 
variacion de energia de mayor interes. 
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mas adecuado puesto que in vivo estas reacciones se producen en unas condi- 
ciones de presion casi constante. Asi, por ejemplo, si un especialista en nutricion 
desea conocer la energia que puede obtenerse con la oxidation del acido pal- 
mitico en el organismo, la cantidad adecuada es AH. 

La medida de los cambios de energia como A E y AH es practico para los bio- 
quimicos y los especialistas en nutrition debido a que estas cantidades depen- 
den solo de los estados initial y final del sistema. La oxidation de una grasa 
como el acido palmitico se produce de forma muy diferente en el cuerpo hu- 
mano que en un calorimetro como el de la Figura 3.1. Sin embargo, los valores 
de A E y AH para el proceso son exactamente los mismos en ambos caminos, ya 
que una magnitud como A E o AH depende solo de los estados initial y final. De 
esta forma, el calorimetro proporciona una medida exacta de la energia dispo- 
nible para el ser humano de cada gramo de acido palmitico. 

Un ser humano promedio requiere un gasto de alrededor de 6000 kj (apro- 
ximadamente 1500 Kcal o 1500 de las “calorias grandes” que usan los especia- 
listas en nutricion) para mantener las funciones corporales. Con un ejercicio 
moderado, estas necesidades pueden duplicarse facilmente. 

Aunque hemos senalado la distincion entre A E y AH, debemos resaltar que 
para la mayor parte de las reacciones bioquimicas, la diferencia cuantitativa 
entre ellos tiene poca relevancia. La mayor parte de estas reacciones se produ- 
cen en disolucion y no comportan el consumo o la formation de gases. Los 
cambios de volumen son pues extremadamente pequenos, y el valor de PAVcs 
muy bajo en comparacion con AC o AH. Incluso en el ejemplo indicado, la oxi- 
dation del acido palmitico, la diferencia entre AHy AE es de solo un 0.2%. Asi 
pues, en la mayoria de los casos esta justificado considerar el valor de AH como 
medida directa del cambio de energia en un proceso, y nos referiremos a me- 
nudo a AH como el cambio de energia. 



La entropia y la segunda ley de la termodinamica 

DIRECCION DE LOS PROCESOS 



Por muy util que pueda ser la primera ley de la termodinamica para seguir la 
pista a los cambios de energia de los procesos, no nos proporciona un elemen- 
to de information importante: ^cual es la direction favorecida de un proceso? No 
permite responder preguntas como las siguientes: 



Colocamos un cubito de hielo en un vaso de agua a temperatura ambiente. 
Se funde. ^Por que en su lugar no se congela el resto del agua? 

Colocamos un cubito de hielo en un recipiente con agua cuidadosamente 
muy enfriada. Se congela todo. ^Por que? 

Acercamos una cerilla a un pedazo de papel. Este se quema formando dio- 
xido de carbono y agua. ^Por que no podemos formar papel mezclando 
dioxido de carbono y agua? 



Los procesos reversibles se producen 
siempre cerca de un estado de 
equilibrio; los procesos irreversibles se 
dirigen hacia el equilibrio. 



Una caracteristica de los procesos de este tipo es su irreversibilidad en las 
condiciones establecidas. Un cubito de hielo en un vaso de agua a temperatura 
ambiente continuara fundiendose ya que no hay forma alguna de invertir ese 
proceso sin que se produzcan cambios importantes en las condiciones utiliza- 
das. Pero si existe una forma reversible de fundir el hielo: ponerlo en contacto 
con agua a 0°C. En ese caso, la adicion de un poco de calor producira un poco 
de fusion y la extraction de un poco de calor hara que se congele un poco de 
agua. Un proceso reversible como la fusion del hielo a 0°C esta casi siempre en 
equilibrio. Los procesos irreversibles que acabamos de describir se producen 
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cuando los sistemas se situan muy lejos del estado de equilibrio. Posteriormente 
se dirigen hacia el estado de eqLiilibrio. 

Un proceso irreversible se denomina frecuentemente proceso espontaneo, 
aunque nosotros preferimos el termino favorable. La palabra espontaneo tiende 
a implicar, tal vez erroneamente, que el proceso es rapido. La termodinamica no 
tiene nada que decir sobre la rapidez de los procesos, pero si puede indicar la di- 
rection favorecida. A 25°C y 1 atm de presion esta favorecida la fusion del hie- 
lo y no la congelation. En este caso, el resultado concuerda con la intuition; na- 
die esperaria que se formara un cubito de hielo ni que permaneciera sin 
fundirse, al colocarlo en agua a 25°C. Ambos resultados constituirian procesos 
claramente desfavorables. 

Es esencial para la bioenergetica conocer si un proceso es reversible, favora- 
ble o desfavorable. Esta information puede expresarse de manera muy sucinta 
con la segunda ley de la termodinamica , que nos dice los procesos que son fa- 
vorables termodinamicamente. Para presentar la segunda ley debemos consi- 
derar un nuevo concepto, la entropia. 



ENTROPlA 

^Por que tienen los procesos quimicos y fisicos una direction favorecida ter- 
modinamicamente? Una primera aproximacion a la explication podria ser que 
los sistemas simplemente van hacia el estado de menor energia. El agua des- 
ciende por la colina, perdiendo energia al caer de manera espontanea en el 
campo gravitatorio de la tierra; la oxidation del acido palmitico, como la com- 
bustion del papel, libera energia en forma de calor. Ciertamente, la reduction al 
minimo de la energia es la clave de la direction favorecida de algunos procesos; 
pero esto no explica la fusion del hielo a 25°C; en realidad, en ese proceso se ab- 
sorbe energia. Debe actuar otro factor muy diferente, y un experimento sencillo 
aporta un indicio claro respecto a cual puede ser ese factor. Si colocamos cui- 
dadosamente una capa de agua pura sobre una solution de sacarosa, observa- 
remos que, a medida que transcurre el tiempo, todo el sistema se va haciendo 
cada vez mas uniforme (Figura 3.2). Finalmente, las moleculas de sacarosa aca- 
ban estando distribuidas de manera uniforme en todo el recipiente. Aunque no 
se produce practicamente un cambio de energia, el proceso es claramente fa- 
vorable. Sabemos por la experiencia que el proceso opuesto (la autosegregacion 
de las moleculas de sacarosa en una parte del vohimen de la sohicion) no se pro- 
duce nunca. Lo que tiene en este caso una importancia clara es que los sistemas 
de moleculas tienen una tendencia natural a la aleatorizacion. 

El grado de aleatoriedad o desorden de un sistema se mide con una funcion 
de estado denominada entropia (S). Existen diversas formas de definir la en- 



FIGURA 3.2 

La difusion como un proceso impulsado 
por la entropia. La mezcla gradual de una 
solucion de sacarosa diluida y agua pura es el 
resultado de un movimiento aleatorio de sus 
moleculas. Podemos ver el aumento de la 
entropia si imaginamos el volumen de los dos 
liquidos formado por casillas, cada una de ellas 
lo bastante grande como para alojar una 
molecula de sacarosa. (a) Inicialmente, la 
solucion de sacarosa esta en equilibrio, ya que 
sus N a moleculas se distribuyen aleatoriamente 
en sus N t casillas. (b) Cuando se anade una 
capa de agua pura sin mezclar, el sistema deja 
de estar en equilibrio. Ha pasado a estar mas 
ordenado, con todas las casillas ocupadas 
situadas en la mitad de la solucion. (c) A 
medida que las moleculas de sacarosa y de 
agua continuan moviendose al azar, su 
disposicion va siendo menos ordenada, ya que 
cada casilla tiene la misma probabilidad de ser 
ocupada. Finalmente, la solucion alcanza un 
nuevo equilibrio, con las moleculas de sacarosa 
distribuidas aleatoriamente en toda ella. El 
impulso hacia el equilibrio es consecuencia de 
la tendencia de la entropia a aumentar. Un 
sistema nunca evolucionara espontaneamente 
del estado (c) al estado (b). 



Solucion de 
sacarosa: 

/V A moleculas * 
en ^ casillas L! 




Estado inicial 
(a) Entropia elevada 
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(b) Entropia baja 



(c) Entropia elevada 
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CAPlTUIO 3 



ENERGETICA DE LA VIDA 



La entropia es una medida de la 
aleatoriedad o desorden que existe en 
un sistema. 



tabla 3.1 Ejemplos de estados de 
entropia baja y de en- 
tropia elevada 



Entropia baja Entropia elevada 



Elielo, a 0°C 
Un diamante, a 0 K 

Una molecula 
proteica, en su 
estructura nativa 
regular 

Un soneto de 
Shakespeare 
La mesa de un 
director de banco 



Agua, a 0°C 
Vapor de carbon a 
1 000 000 K 
La misma molecula 
proteica en un 
estado de ovillo 
aleatorio 
deplegado 
Una serie aleatoria 
de letras 
La mesa de un 
profesor 



tropia, pero la mas util para nuestras aplicaciones se basa en el hecho de que un 
determinado estado termodinamico puede tener muchos subestados de la mis- 
ma energia. Esos subestados corresponden, por ejemplo, a las distintas formas 
de disponerse o distribuirse las moleculas en el sistema. Si el estado termodi- 
namico tiene un numero ( W) de subestados de la misma energia, la entropia (S) 
se define como 

S = k In W (3.9) 

en donde k es la constante de Boltzmann, la constante de los gases R dividida 
por el numero de Avogadro. Una consecuencia de esta definicion es que la en- 
tropia se considera una medida del desorden, puesto que habra siempre muchas 
mas formas de colocar un numero elevado de moleculas de una forma desor- 
denada que de una forma ordenada. En consecuencia, la entropia de un estado 
ordenado es inferior a la de un estado desordenado del mismo sistema. De he- 
cho, el valor minimo de la entropia (cero) se da unicamente para un cristal 
perfecto en el cero absoluto de temperatura (0 K o -273°C). El proceso de di- 
fusion iguala las concentraciones en nuestra solucion de sacarosa simplemente 
porque existen mas formas de distribuir las moleculas en un volumen elevado 
que en un volumen pequeno. En la Tabla 3.1 se presentan algunos ejemplos que 
nos permitiran familiarizarnos algo mas con el concepto de entropia. 

SEGUNDA LEY DE LA TERMODINAMICA 



La segunda ley de la termodinamica 
establece que la entropia de un 
sistema aislado tiende a aumentar 
hasta un valor maximo. 



En el ejemplo anterior se observa que la fuerza que impulsa a un sistema aislado 
hacia el equilibrio es simplemente el aumento de la entropia. Esta verdad universal 
es la segunda ley de la termodinamica: la entropia de un sistema aislado tendera 
a aumentar hacia un valor maximo. La entropia de un sistema de este tipo no se 
reducira (la sacarosa no “desdifundira” nunca para situarse en un rincon de la so- 
lucion). Esto refleja simplemente nuestra conception de sentido comun de que 
cuando se dejan solas las cosas no se colocan de una forma mas ordenada. 



El cambio de energia libre de un 
proceso a temperatura y presion 
constantes es AC = A H - T A5. 



Energia libre: la segunda ley en sistemas abiertos 

La forma de enunciar la segunda ley de la termodinamica del apartado anterior 
no es muy util para los biologos y los bioquimicos, puesto que nunca estudia- 
mos sistemas aislados. Todos los sistemas biologicos (por ejemplo celulas, or- 
ganismos o poblaciones) estan abiertos para intercambiar energia y materia 
con su entorno. Dado que los sistemas vivos pueden intercambiar energia con 
su entorno, en muchas reacciones se produciran cambios tanto de energia como 
de entropia, y ambos deben ser importantes para determinar la direction de los 
procesos termodinamicamente favorables. Para estos sistemas, necesitamos una 
funcion de estado que incluya tanto la energia como la entropia. Existen varias 
funciones de este tipo, pero la de mayor importancia en bioquimica es la ener- 
gia libre de Gibbs (G) o, como la denominaremos nosotros, la energia libre. Esta 
funcion de estado combina un termino de entalpia, que mide el cambio de 
energia a presion constante, y un termino de entropia, que tiene en cuenta la im- 
portancia de la aleatorizacion. La energia libre de Gibbs se define como 

G = H - TS (3.10) 

en donde T es la temperatura absoluta. Para un cambio de energia libre AG en 
un sistema a temperatura y presion constantes, podemos escribir 

AG = AH - T AS (3.11) 

Podemos comprender parte del significado de la energia libre si consideramos 
los factores que hacen que los procesos sean favorables segun nos indica la ex- 




ENERGIA LIBRE: LA SEGUNDA LEY EN SISTEMAS ABIERTOS 

periencia. Hemos dicho que una disminucion de la energia (A H es negativo), o 
un aumento de la entropla (AS es positivo), o ambos, son caracteristicos de los 
procesos favorables. Cualquiera de estas condiciones tendera a hacer que AG sea 
negativo. En realidad, otra forma de enunciar la segunda ley de la termodina- 
mica, que es la mas importante para nuestros fines, es la siguiente: el criterio para 
que un proceso sea favorable en un sistema sin aislar, a temperatura y presion 
constantes, es que AG sea negativo. Y a la inversa, un AG positivo indica que un 
proceso no es favorable, mientras que el inverso del mismo si es favorable. Los 
procesos que se acompanan de cambios de energia libre negativos se denominan 
exergonicos, y los que cursan con AG positivo se denominan endergonicos. 
Encontrara estos terminos con frecuencia a lo largo de este libro. 

Supongamos ahora que los terminos A H y T AS de la ecuacion de la ener- 
gia libre se equilibran entre si. En este caso AG = 0, y el proceso no tiene una di- 
reccion favorable en uno ni en otro sentido. En realidad, el sistema esta en 
equilibrio. En estas condiciones, el proceso es reversible; es decir, puede des- 
plazarse en cualquiera de las dos direcciones con un impulso infinitesimal en un 
sentido u otro. En la Tabla 3.2 se resumen estas reglas sencillas pero importan- 
tes con respecto a los cambios de energia libre. 

UN EJEMPLO DE LA INTERRELACION DE LA ENTALPIA Y LA ENTROPIA: 

LA TRANSICION ENTRE EL AGUA LIQUIDA Y EL HIELO 

Para concretar mas estas ideas consideremos con detalle un proceso que hemos 
mencionado antes, la transicion entre el agua liquida y el hielo. Este ejemplo fa- 
miliar pone de manifiesto la relacion entre la entalpia y la entropla para deter - 
minar el estado de un sistema. En un cristal de hielo existe un numero maximo 
de enlaces de hidrogeno entre las moleculas de agua (vease la pagina 39 en el 
Capitulo 2). Cuando el hielo se funde, parte de estos enlaces deben romperse. La 
diferencia de entalpia entre el hielo y el agua corresponde casi por completo a 
la energia que debe introducirse en el sistema para romper estos enlaces de hi- 
drogeno. Como se indica en la Figura 3.3, el cambio de entalpia para la transi- 
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Un proceso favorecido 
termodinamicamente tiende hacia la 
direccion que hace minima la energia 
libre (dando lugar a un AC negativo); 
esta es una forma de enunciar la 
segunda ley de la termodinamica. 



1 TABLA 3.2 


Reglas de la energia libre 1 


Si AGes .. 


El proceso es . . . 


Negativo 


Favorecido 

termodinamicamente 


Cero 


Reversible; en equilibrio 


Positivo 


Desfavorecido 

termodinamicamente; 
el proceso inverso esta 
favorecido 



FIGURA 3.3 

Interrelacion de la entalpia y la entropla 
en la transicion de hielo a agua. Para la 
transicion de hielo a agua, A H y AS son ambos 
positivos y aproximadamente constantes a lo 
largo de un amplio margen de temperaturas. El 
aumento de T AS al aumentar la temperatura 
hace que AG se reduzca, pasando de un valor 
positivo a un valor negativo. A 0°C, las curvas 
de AH y de T AS se cruzan y AG es cero. 
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CAPlTUIO 3 



ENERGETICA DE LA VIDA 



En el punto de fusion de cualquier 
sustancia, la entalpia y la entropia 
contribuyen al equilibrio de AC, 
y AG = 0. 



cion hielo — ► agua es positivo, como seria de prever segun el argumento pre- 
cedente. 

El cambio de entropia de la fusion se debe fundamentalmente a que el agua 
liquida es una estructura mas aleatoria que el hielo. En un cristal de hielo, cada 
molecula de agua tiene un lugar fijo dentro de la red y se une a su vecina de la 
misma forma que las demas moleculas de agua. En cambio, las moleculas del 
agua liquida estan en continuo movimiento, intercambiandose las moleculas 
con las que se establecen los enlaces de hidrogeno a medida que se desplazan 
(comparense las Figuras 2.10a y 2.10b). En la Figura 3.3 se muestra como el 
cambio de entropia de la fusion del hielo a agua es una cantidad positiva, que 
corresponde al aumento de la aleatoriedad. Si calculamos el cambio de energia 
libre (AG = AH - TAS) para la transicion hielo — *- agua, encontramos lo si- 
guiente: a temperaturas bajas, AH domina y AG es positivo. Asi por ejemplo, a 
— 10°C obtenemos un valor de AG = +213 J/mol. Esto significa que la transicion 
hielo — *- agua no es favorable en estas condiciones. La transicion inversa 
(agua — *■ hielo) si es favorable y, por tanto, irreversible, como podemos ob- 
servar del comportamiento del agua muy enfriada. Si alteramos el agua muy en- 
friada o anadimos un cristal de hielo minusculo para iniciar el proceso de con- 
gelation, se congelara la totalidad de la muestra. Este proceso no podra invertirse 
por ningun cambio infinitesimal que podamos hacer. 

A una temper atura por encima de 0°C, digamos +10°C, un cubito de hielo 
se fundira irreversiblemente. De nuevo, este resultado podria predecirse a par- 
tir de los datos, puesto que si calculamos el valor de AG a +10°C, obtenemos AG 
= -225 J/mol. El signo de AG es ahora negativo, ya que el termino -TAS domina 
cuando T es suficientemente grande. A +10°C el proceso (hielo — ► agua) es 
favorable e irreversible. 

Pero observese lo que ocurre a 0°C. A esta temperatura, los terminos AH y 
TAS se equilibran exactamente, y AG = 0. Un valor de cero para AG es la con- 
dition de equilibrio, y sabemos que el hielo y el agua estan en equilibrio a 0°C. 
El cambio es ahora reversible; cuando el hielo y el agua liquida estan juntas a 
0°C, podemos fundir algo mas de hielo anadiendo una cantidad infinitesimal de 
calor. Alternativamente, podemos extraer una cantidad minuscula de calor del 
sistema y congelar un poco mas de agua. El punto de fusion de una sustancia es 
simplemente la temperatura a la que se cruzan las curvas de AH y TAS; a esta 
temperatura el proceso de congelation favorecido energeticamente esta en equi- 
librio con el proceso de fusion favorecido entropicamente. Ni AH ni AS por si 
solos nos pueden indicar lo que ocurrira, pero su combination, AH- TAS, in- 
dica exactamente la forma del agua que es estable a una temperatura determi- 
nada. 



INTERRELACION DE LA ENTALPIA Y LA ENTROPIA: RESUMEN 

En todos los procesos quimicos y fisicos, es la competencia entre los terminos 
entalpia y entropia la que determina la direction favorable. Como indica la 
Figura 3.4, en algunos procesos domina el cambio de entalpia; en otros es mas 
importante el cambio de entropia. Ademas, dado que AS se multiplica por T en 
la ecuacion (3.11), la direction favorable dependera de la temperatura. Hemos 
visto un ejemplo, la fusion del hielo, pero son posibles otras situaciones bastante 
diferentes segun los signos de AH y AS. En la Tabla 3.3 se indican las posibili- 
dades. Observese que cuando AH es negativo y AS es positivo, AG debe ser 
siempre negativo, por lo que la reaction esta favorecida a todas las temperaturas. 
Ocurre lo contrario cuando el valor de AH es positivo y el de AS es negativo; AG 
es siempre positivo y la reaction no esta favorecida a ninguna temperatura. 
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A H = 

-82 kJ/mol 

__\z 

-T AS = 

-136 kJ/mol 



A G = 

-218 kJ/mol 



. 2222 . 




(a) Fermentacion de la glucosa a etanol 

C 6 H 12 0 6 (s)— 2C 2 H 5 OH(l) + 2C0 2 (g) 

Los cambios tanto de la entalpia como 
de la entropia favorecen la reaccion. 



(b) Combustion del etanol 

C 2 H 5 OH(l) + 30 2 (g)-*2C0 2 (g) + 3H 2 0(I) 

La entalpia favorece la reaccion, pero la 
entropia se opone a ella. Podriamos 
denominar a esta reaccion “impulsada por 
la entropia”. Si el producto fuera vapor de 
agua, un aumento de la entropia favoreceria 
tambien la reaccion. 



tabla 3.3 De que forma determinan los signos de A H y AS el efecto de 
la temperatura sobre los procesos o reacciones 



AH AS T Baja 



T Elevada 





AGpositivo; no favorecido 
AGpositivo; no favorecido 
AG negativo; favorecido 
AG negativo; favorecido 



AG negativo; favorecido 
AG positivo; no favorecido 
AG negativo; favorecido 
AG positivo; no favorecido 



Llegados a este punto, es preciso aclarar dos cuestiones que con frecuencia 
producen confusion. En primer lugar, debemos resaltar un punto ya mencio- 
nado: el que un proceso sea favorable o desfavorable no tiene nada que ver con 
su velocidad. Los estudiantes suponen con frecuencia que los procesos favora- 
bles son rapidos, pero esto no tiene por que ser asi. Una reaccion puede tener un 
cambio de energia libre negativo elevado pero puede producirse a una velocidad 
muy lenta debido a los obstaculos del proceso cinetico de reaccion. Un ejemplo 
sorprendente de esta situacion es la reaccion sencilla C (diamante) — ► C 
(grafito). El cambio de energia libre de esta transformacion, a temperatura am- 
biente, es de -2.88 kJ/mol. Asi pues, el diamante es inestable. Sin embargo, la re- 
accion es imperceptiblemente lenta, ya que a la red cristalina rigida le resulta 
muy dificil cambiar de forma. Los diamantes no son para siempre, sino tan 
solo para casi siempre. Un catalizador puede aumentar la velocidad de algunas 
reacciones, pero la direccion favorecida viene dictada siempre por el valor de AG 
y es independiente de si la reaccion esta catalizada o no. Veremos mas adelante 
que los catalizadores proteicos denominados enzimas seleccionan de entre las 
diversas reacciones favorables termodinamicamente las que han de catalizarse. 

En segundo lugar, la entropia de un sistema abierto puede disminuir. 
Acabamos de ver que esto ocurre cuando el agua se congela. Lo mas importan- 
te para nosotros en este curso es que en los organismos vivos se producen con- 
tinuamente disminuciones de entropia. Un organismo consume alimentos, a 
menudo en forma de moleculas pequenas desorganizadas, y a partir de ellas 
construye macromoleculas enormes, complejas y muy ordenadas, como las 
proteinas y los acidos nucleicos. A partir de estas macromoleculas, construye ce- 
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A H = 

+110 kJ/mol 



-T AS = 
-140 kJ/mol 



AG = 

-30 kJ/mol 

2222 

(c) Decomposition del pentoxido 
de nitrogeno 

N 2 0 5 (s) * 2N0 2 (g) + i/20 z (g) 



Esta reaccion quimica es poco habitual 
por cuanto esta “impulsada por la 
entropia”. La reaccion absorbe 
generalmente calor pero se ve favorecida 
por el gran aumento de entropia que 
se produce por la formacion de productos 
gaseosos. 



FIGURA 3.4 

Contribucion de la entalpia y la entropia 
en varios procesos. Cada uno de estos 
procesos tiene un cambio de energia libre 
negativo, pero el cambio se realiza de diversas 
formas. (Observese que las flechas de los 
diagramas no estan representadas a escala.) 

(a) AH negativo, -T AS negativo. Cuando se 
fermenta la glucosa a etanol, la entalpia 
disminuye y la entropia aumenta, con lo que 
tanto el cambio de la entalpia como el de la 
entropia favorecen esta reaccion. (b) AH 
negativo, -T AS positivo. Cuando se produce 
la combustion del etanol, tanto la entalpia 
como la entropia disminuyen. El valor de AH 
negativo favorece esta reaccion pero el valor de 
-T AS positivo se opone a ella, por lo que 
podriamos llamar a esta una reaccion 
impulsada por la entalpia. Si el producto fuera 
voporde agua, un aumento de entropia iria a 
favor de la reaccion, ya que el vapor de agua 
tiene una entropia superior, (c) AH positivo, 

— T AS negativo. Cuando se descompone el 
pentoxido de nitrogeno, aumentan tanto la 
entalpia como la entropia. Esta reaccion 
quimica es poco habitual, por cuanto esta 
impulsada por la entropia. Aunque la reaccion 
absorbe calor, esta favorecida gracias al gran 
aumento de entropia que se produce por la 
formacion de productos gaseosos. 



Los procesos favorables no tienen por 
que ser rapidos. 
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CAPlTUIO 3 



ENERGETICA DE LA VIDA 



La vida comporta una reduccion 
temporal de la entropia, que se 
compensa con el gasto de energia. 



El cambio de energia libre, AC, es una 
medida del maximo trabajo util que 
puede obtenerse de cualquier 
reaccion. 



lulas, tejidos y organos elegantemente estructurados. Toda esta actividad com- 
porta una enorme disminucion de entropia. La ecuacion (3.11) implica que la 
entropla puede disminuir en un proceso favorecido, pero unicamente si este 
cambio se acompana de una gran disminucion de la entalpia. Es preciso gastar 
energia para pagar el precio de la organizacidn. De hecho, la vida consiste fun- 
damentalmente en este intercambio. Los organismos vivos gastan energia para 
superar la entropia. Para que estos procesos vitales continuen, los cambios de la 
energia libre global en el organismo deben ser negativos. La vida es un proceso 
irreversible. Un organismo que llega al equilibrio con su entorno esta muerto. 

La bioenergetica tiene una implication filosofica aun mas profunda. El uni- 
verso en su conjunto es un sistema aislado. La entropia del universo entero debe 
estar aumentando. De ello se deduce que cada uno de nosotros, como organis- 
mos vivos que de manera local y temporal reducimos la entropia, debemos 
producir un aumento de la entropia en algun lugar del mundo que nos rodea. 
Asi, por ejemplo, cuando metabolizamos el alimento, emitimos calor y au- 
mentamos el movimiento molecular aleatorio a nuestro alrededor. En cierto 
sentido, compramos nuestras vidas mediante la muerte entropica del universo. 

ENERGIA LIBRE Y TRABAJO UTIL 

^Por que se denomina energia libre a la magnitud G? La razon es que AG re- 
presenta la portion del cambio energetico (AH) que esta disponible, o libre, 
para realizar trabajo util (es decir, un trabajo distinto del trabajo PAV de ex- 
pansion). Es de gran importancia en bioquimica el conocimiento de que AG 
mide la cantidad maxima de trabajo util que puede obtenerse de un proceso 
quimico, puesto que el trabajo util comprende el trabajo de la contraction 
muscular y la motilidad celular, el del transporte de iones y moleculas, el de la 
transmision de senales y el del crecimiento de los tejidos, por dar algunos ejem- 
plos. 

Recuerdese que AH es el cambio de energia total de una reaccion, incluido 
el trabajo PA U. La ecuacion AG = AH - TAS indica que una parte de AH se di- 
sipa siempre en forma de calor, como expresa el termino TAS, y no puede uti- 
lizarse, por tanto, para realizar otras funciones. Sea cual sea el proceso de que se 
trate, al menos la cantidad de energia correspondiente a TAS no puede utili- 
zarse. El resto, AG, puede utilizarse para otras necesidades, aunque la cantidad 
que se utiliza realmente para la realization de trabajo depende del camino que 
siga el proceso. La eficacia de un proceso bioquimico se define por el cociente 
entre el trabajo realmente realizado y el trabajo maximo esperado a partir del 
cambio de energia libre. 

Podemos utilizar el concepto de AG como una medida del trabajo util para 
mostrar la relation entre el cambio de energia libre de una reaccion de oxida- 
tion-reduction y el voltaje generado por la celula electroquimica (real o hipo- 
tetica) en que tiene lugar la reaccion. El trabajo realizado para mover una car- 
ga de Q culombios contra un potencial negativo (-E voltios) es W= -QE. Si la 
reaccion mueve n moles de electrones, el resultado sera 

A G=-nFE (3.12) 

donde F es el numero de culombios por mol de electrones, 96 485 C/mol, o 
J/V-mol. Si la reaccion se lleva a cabo en condiciones estandar (1 M para los 
reactantes y productos; vease mas adelante) la relation entre AG° y el potencial 
de reduccion del estado estandar, E 0 , es 

A G° = -nFE 0 



(3.13) 
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En los capitulos siguientes, hablaremos frecuentemente de las reacciones de 
oxidacion-reduccion en terminos de valores de E 0 , que se transforman facil- 
mente en AG°. 



Energia libre y concentration 

El signo del cambio de energia libre de un proceso nos indica si este o su inverso 
son favorables termodinamicamente. La magnitud de AG nos indica hasta que 
punto el proceso esta alejado del equilibrio, y la cantidad de trabajo util que 
puede obtenerse de el. Evidentemente, AG es una cantidad de importancia fun- 
damental para determinar los procesos que se produciran o no en una celula, y 
para que pueden utilizarse. Pero para expresar estas ideas cuantitativamente, en 
terminos de los cambios de concentracion de las sustancias, es preciso respon- 
der a esta pregunta: ^de que forma depende la energia libre de un sistema de las 
concentraciones de diversos componentes de una mezcla? 

POTENCIAL QUIMICO 

La relacion entre la energia libre y las concentraciones de los componentes de 
una mezcla puede expresarse de una forma muy sencilla. Si tenemos una mez- 
cla que contiene a moles del componente A, b moles del componente B, etcetera, 
podemos escribir 



G = 3Ga + bG B + cGq + ■ • • 



(3.14) 



Las magnitudes G A , G B , etc. se denominan energias libres molares parciales o 
potenciales quimicos de los diversos componentes. Cada una de ellas representa 
la contribucion, por mol, de un componente concreto a la energia libre total del 
sistema. (En algunos textos, al potencial quimico se le asigna el simbolo ,u.) 
Utilizaremos la aproximacion, que suele ser valida para las disoluciones diluidas, 
de que cada uno de los potenciales quimicos depende tan solo de la concentra- 
cion de la sustancia en cuestion. Para las disoluciones diluidas, G A , G B , etc., re- 
sultan ser funciones logaritmicas simples de las actividades de las correspon- 
dientes sustancias. La actividad (a) es una magnitud adimensional que mide la 
concentracion eficaz de una sustancia, que describe su contribucion a la ener- 
gia libre del sistema. Encontramos 



El potencial quimico de una sustancia 
mide la contribucion de esa sustancia 
a la energia libre del sistema. 



G A =G A +firina A (3.15a) 

Gg = G[§ + RT In as 
etc. 

Para disoluciones diluidas la actividad de cada componente soluto puede con- 
siderate aproximadamente igual a la concentracion molar de ese componente. 
A concentraciones muy bajas son exactamente iguales. Esta aproximacion sera 
adecuada para la mayor parte de las aplicaciones bioquimicas. Podemos pues ol- 
vidarnos de actividades y volver a escribir la ecuacion (3.15a) en terminos de 
concentraciones: 



G a = G£ + Rf In [A] (3.15b) 

G B = G| + RT In [ B ] 
etc. 

en donde [A], [B], etc., son iguales a las concentraciones molares de los com- 
ponentes. Observese lo que ocurre cuando la concentracion es igual a 1 M. El 
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termino logaritmico se anula, ya que (In 1 = 0) y, por ejemplo, G A = G°. Esto 
nos indica el significado de G A , Gg, etc., que son los valores de referenda o de es- 
tado estandar del potencial quimico. Siempre expresamos los potenciales qui- 
micos en relacion con un estado estandar. En solucion, el estado estandar de 
cada componente soluto es una concentracion 1 m; el estado estandar del di- 
solvente es el disolvente puro. En cada caso, en el estado estandar a = 1. En las 
ecuaciones (3.15), T es la temperatura absoluta y R es la constante de los gases. 
En todos los calculos utilizaremos R = 8.314 J/K-mol. 

La importancia de las ecuaciones (3.15) radica en que nos permiten aplicar 
los principios generales de la termodinamica a los problemas practicos. En 
concreto, nos permiten predecir las direcciones favorecidas de los procesos rea- 
les en unas condiciones definidas. Un proceso bioquimico en el que son espe- 
cialmente relevantes estos principios es la difusion a traves de membranas, un 
proceso que utilizaremos aqui como ejemplo, y que comentaremos con mayor 
detalle en capitulos posteriores. La experiencia nos indica que si una sustancia 
puede difundir a traves de una membrana, lo hara en la direccion que iguale las 
concentraciones existentes a ambos lados de la misma. Veremos ahora si nues- 
tra termodinamica puede justificar este hecho. 



UN EJEMPLO DE COMO SE UTILIZA EL POTENCIAL QUIMICO: 
EXAMEN DETALLADO A LA DIFUSION A TRAVES 
DE UNA MEMBRANA 



FIGURA 3.5 

Equilibrio a traves de una 
membrana. Dos disoluciones de A, de 
concentraciones [A]i y [A] 2( estan separadas 
por una membrana a traves de la cual puede 
pasar A en cualquier direccion. Si la 
concentracion inicial es superior en la zona 1, 
el potencial quimico de A sera tambien superior 
en esa zona, y se producira un transporte neto 
desde la zona 1 a la zona 2 hasta que se 
alcancen unas concentraciones (y potenciales 
qufmicos) iguales. 



Supongamos que tenemos dos disoluciones de la sustancia A separadas por 
una membrana a traves de la cual puede pasar A (Figura 3.5). Supongamos que 
en la zona 1 la concentracion es inicialmente [A] 1 y en la zona 2 la concentra- 
cion es [A] 2 . Para determinar en que direccion estara favorecida la difusion de 
A, imaginemos que se transfiere 1 mol de A de la zona 1 a la zona 2. Debemos 
suponer que los volumenes de las zonas 1 y 2 son tan grandes que las concen- 
traciones no se modifkan de manera apreciable por la transferencia de 1 mol. 
Calculemos ahora los cambios de energia libre que se producen en las zonas 1 
y 2, utilizando la ecuacion (3.15b). Recuerdese que estamos extrayendo 1 mol de 
A de la zona 1, en la que la concentracion es [A] ,, y lo estamos colocando en la 
zona 2, en la que la concentracion es [A] 2 - Estamos extrayendo sustancia de la 
zona 1, por lo que 



= -Ga — F?rin[A]i 



(3.16a) 



Region 1 


1 t l i '• 


[All 


* * 






Region 2 


— — “ 


[A] 2 X 


- % 

• 




f P 



Membrana 



Tiempo 





Estado inical 
[A]i>[A] 2 



Estado final 
[A]i=[A] 2 
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Puesto que introducimos sustancia en la zona 2, tendremos 

A G 2 = +Ga + R7"ln[A] 2 (3.16b) 

El cambio de energia libre total es de 

AG = AG-i + AG 2 = fiT(ln[A] 2 - InfAE) = RrinfCAJs/tA]-,) (3.17) 

Observese que los terminos A G° se cancelan entre si. 

Volveremos a la ecuacion (3.17) en las explicaciones posteriores sobre la 
transferencia de sustancias a traves de las membranas celulares. Por el momen- 
to es importante senalar las reglas que establece la ecuacion para estas transfe- 
rencias: 

1. Si [A] 2 es inferior a [A] 1; AG es negativo. La transferencia de la zona 1 a 
la zona 2 es favorable. 

2. Si [A] 2 es superior a [A] ,, AG es positivo. La transferencia de la zona 1 a 
la zona 2 no es favorable, mientras que si lo es la transferencia en la di- 
rection contraria. 

Llegamos, pues, a la siguiente conclusion: si una sustancia puede pasar a tra- 
ves de una membrana, la direction de transferencia favorable sera siempre de la 
zona de concentration elevada a la zona de concentration baja. De manera 
mas general, podemos afirmar que una sustancia difundira espontaneamente 
desde una zona en la que su potential quimico es alto a otra en la que es bajo. 
Asi pues, el potential quimico desempena para las sustancias quimicas un co- 
metido muy similar al que tiene el potential electrico para los electrones: es la 
fuerza impulsora. Ademas, supongamos que [A] x = [A] 2 . En este caso, la ecua- 
cion (3.17) indica que AG = 0. En consecuencia, el proceso es reversible; el sis- 
tema esta en equilibrio. Asi pues, el estado de equilibrio es aquel en el que las 
concentraciones de A a ambos lados de la membrana se han igualado. A partir 
de cualquier distribution de A de la que partamos, nos aproximaremos a este es- 
tado de equilibrio de igual concentration. 

Encontraremos situaciones en las celulas vivas que, a primera vista, parecen 
violar esta regia. Hay casos en los que las sustancias pasan con facilidad de zo- 
nas de concentration baja a zonas de concentration elevada. Pero veremos que, 
en estas circunstancias, el precio de energia libre necesario se paga acoplando el 
proceso de transporte con reacciones quimicas favorables termodinamicamen- 
te. Las celulas parecen evitar las leyes de la termodinamica, pero en realidad 
nunca lo hacen. 



Energia libre y reacciones quimicas: 
equilibrio quimico 

CAMBIO DE ENERGIA LIBRE Y CONSTANTE DE EQUILIBRIO 

Quiza la utilidad mas importante del potential quimico es describir cuanti- 
tativamente los cambios de energia libre que acompanan a las reacciones qui- 
micas en diversas condiciones. Somos capaces de predecir, pues, la direction fa- 
vorable de las reacciones. Supongamos que tenemos una reaction como la 
siguiente 

aA+bB cC+dD 

A pesar de que la reaction puede producirse en ambas direcciones, la hemos es- 
crito con C y D en el lado derecho, por lo que denominamos a estas sustancias 
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productos y a las sustancias A y B reactantes. Queremos calcular el cambio de 
energia libre que se produce cuando a moles de A y b moles de B forman c mo- 
les de C y d moles de D, cada uno de ellos a una determinada concentracion*. 
Para la reaccion inversa no tenemos mas que cambiar el signo del cambio de 
energia libre calculado. 

El cambio de energia libre debe ser la energia libre de los productos menos 
la de los reactantes. 



AG = G (productos) - G (reactantes) (3.18) 

Segun la regia indicada en la ecuacion (3.14), podemos escribir estas energias li- 
bres en terminos de los potenciales quimicos de las sustancias, multiplicando 
cada uno de ellos por el numero de moles. En nuestro ejemplo, 

AG = cGq + c/Gq — sGa — /oGb (3.19) 

Aqui afirmamos simplemente que la fuerza impulsora de la reaccion es la ener- 
gia libre total de los productos menos la de los reactantes. 

Ahora, utilizando (3.15b), introducimos las expresiones adecuadas para G c 
y las demas en terminos de concentraciones y obtenemos 

AG = cG(S + CRT ln[C] + dG$ + dRfln[D] - aG£ - aRT In [A] - bGg - bRT ln[B] (3.20a) 

AG = cGg + c/Gd - aGl - bGg + Rrin[C] c + Rrin[D] d - Rfln[A] a - Rrin[B] fa (3.20b) 

AG = AG° + R7(ln[C]° + ln[D] d - ln[A] a - ln[B] b ) (3.20c) 



El cambio de energia libre de una 
reaccion quimica depende del cambio 
de estado estandar y de las 
concentraciones de los reactantes y los 
productos. 



A1 pasar de (3.20a) a (3.20c) hemos hecho dos cosas: agrupar los terminos G° 
en A G° y utilizar reordenamientos como uRTln [A] = RT In [A] fl . El grupo de 
terminos G° (AG°) tiene un significado sencillo; dado que G° es la energia libre 
por mol de sustancia en el estado estandar (1 m), A G° corresponde al cambio 
de energia libre del estado estandar de la reaccion. Es el cambio de energia li- 
bre que se observaria si a moles de A y b moles de B, ambos a concentracion 1 
m, formaran c moles de C y d moles de D, ambos a 1 m. Los terminos que con- 
tienen logaritmos en la ecuacion (3.20c) pueden combinarse, puesto que todos 
ellos estan multiplicados por el mismo factor RT. En consecuencia, obtenemos 
la siguiente expresion para el AG total: 



AG = AG° + R7"ln 



/ [C] c [D]° l \ 
' [A] a [B] fa ) 



(3.21a) 



Esta expresion es mas facil de recordar de la siguiente forma: 

AG = AG° + RTIn [pr ° dUCt ° S] (3.21b) 

[reactantes] 

si recordamos que cada concentracion de producto y de reactante esta elevada 
a una potencia igual a la de su estequiometria en la reaccion. La cantidad AG co- 
rresponde al cambio de energia libre que se produce cuando a moles de A (a una 
concentracion [A]) y b moles de B (a una concentracion [B]) dan origen a c mo- 
les de C (a una concentracion [C]) y d moles de D (a una concentracion [D]). 



* ;C6mo hacemos que se produzca una cantidad finita de reaccion manteniendo constantes las con- 
centraciones tanto de los reactantes como de los productos? Podemos imaginar dos formas. En primer 
lugar, las cantidades totales de reactantes y productos podrian ser tan grandes que una reaccion finita 
no modificara de manera apreciable las concentraciones. (Hemos optado por este tipo de modelo al co- 
mentar la difusion a traves de una membrana.) Alternativamente, podriamos imaginar procesos 
hipoteticos que eliminaran productos y anadieran reactantes, de manera que las concentraciones se 
mantuvieran inalteradas, lo cual ocurre frecuentemente en las celulas vivas. 
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Estas concentraciones pueden tener el valor que deseemos. Cuando todas son 1 M, 
la ecuacion (3.21a) se reduce a AG = AG°, como era de prever. La importancia 
de la ecuacion (3.21a) radica en que nos permite calcular AG en las condicio- 
nes que deseemos. 

Supongamos ahora que la reaccion ha llegado al equilibrio. En ese caso, de- 
ben ser ciertas dos cosas. En primer lugar, las concentraciones en el factor en- 
tre parentesis en la ecuacion (3.21a) deben ser concentraciones de equilibrio, 
y, por tanto, el factor entre parentesis es ahora la constante de equilibrio K de la 
reaccion: 



K = 



/ [C] c [D] d \ 

' [A] a [B] to J eq 



(3.22) 



En segundo lugar, si el sistema esta en equilibrio, AG debe ser igual a cero. En 
este caso, la ecuacion (3.21a) se reduce a 



0 = A G° + RT In 



/ [C] c [D] d \ 

' [A] a [B] fa j eq 



(3.23) 



o 



-A G° = RT In K 



(3.24) 



Esta expresion puede reordenarse de la siguiente forma 

K = e - AG ° IRT (3.25) 



Las ecuaciones (3.24) y (3.25) expresan una relacion importante entre AG° 
y la constante de equilibrio, que utilizaremos muchas veces. Estas ecuaciones ha- 
cen posible, por ejemplo, utilizar los datos de las tablas de energia libre de estado 
estandar, para predecir las constantes de equilibrio de las reacciones. 

La ecuacion (3.21a) es preferible considerarla de la siguiente forma. A G° re- 
presenta un valor de referenda para el cambio de energia libre, mediante el 
cual pueden compararse los cambios de energia libre intrinsecos de distintas 
reacciones en circunstancias equivalentes (concentraciones 1 m). La magnitud 
de este termino nos indica la constante de equilibrio. El segundo termino (que 
depende de la concentracion) de la ecuacion (3.21a) representa el cambio de 
energia libre adicional (+ o -) que comporta la realization de la reaccion en 
otras condiciones arbitrarias de concentracion. Son frecuentes las tabulaciones 
de los valores de AG° para distintas reacciones, pero debemos tener siempre en 
cuenta al aplicar estos datos a los problemas bioquimicos, que es el valor de AG, 
determinado mediante las concentraciones reales de la celula, y no el valor de 
AG° el que determina que una reaccion este o no favorecida in vivo. 



La constante de equilibrio K puede 
calculate a partir del cambio de 
energia libre del estado estandar. 



CALCULOS DE ENERGIA LIBRE! UN EJEMPLO BIOQUIMICO 

Para aclarar un poco mas la aplicacion de estas ideas algo abstractas, conside- 
remos un ejemplo, que es una reaccion bioquimica muy sencilla pero impor- 
tante, la isomerizacion de la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato: 




Glucosa-6-fosfato 



Fructosa-6-fosfato 
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que puede escribirse de una manera mas compacta de la forma siguiente 

Glucosa-6-fosfato Fructosa-6-fosfato AG° = +1 .7 kj/mol 

G6P F6P 



Este es el segundo paso de la ruta glucolltica, que se considerara en el Capltulo 
13. La reaccion es claramente endergonica en condiciones estandar. En otras pa- 
labras, el sistema no esta en equilibrio cuando la G6P y la F6P estan ambas a una 
concentracion 1 m. De hecho, en estas condiciones es la reaccion inversa la que 
esta favorecida, puesto que A G° es positivo (+1.7 kj/mol). En consecuencia, el 
equilibrio esta desplazado hacia la izquierda, con una concentracion de G6P su- 
perior a la de F6P. Podemos plantear este hecho cuantitativamente mediante el 
calculo de la constante de equilibrio a partir de la ecuacion (3.25). Utilizando el 
valor indicado mas arriba para AG° , y suponiendo una temperatura de 25°C 
(298 K), obtenemos: 



K _ g-AS °IRT _ g— (1700 J/mol)/(8.314 J/K-mol)(298 K) _ q 5 Q 4 _ / [ F6P 1 \ (3 gg) 

V [G6P] J eq 

donde ([F6P]/[G6P]) eq es el cociente de equilibrio de la concentracion de fruc- 
tosa-6-fosfato respecto a la de glucosa-6-fosfato. El hecho de que K < 1 es otra 
forma de decir que el equilibrio se encuentra desplazado hacia la izquierda. 
Pero podemos ir mas alia y determinar cual es exactamente la composicion de 
la mezcla en equilibrio. La sustancia total existente en la reaccion se distribuye 
entre F6P y G6P. Podemos escribir 



K = [F6P] eq = [F6P] eq /concentraci6n total = {f F6 p)e Q (3 27) 

[G6P] eq [G6P] eq /concentracion total (t e 6p)eq 

donde fp 6P y f (]M , son las fracciones de la sustancia total en cada forma. Dado que 



fe6P - 1 t F6P (3.28) 

tenemos 

K= ^ F6P ^ eq (3.29) 

1 “ (tF6p)eq 

Utilizando 0.504 como valor de K, podemos resolver la ecuacion (3.29), obte- 
niendo (/F6p)eq = 0.335. En otras palabras, en el equilibrio, un 33.5% del azu- 
car estara en forma de fructosa-6-fosfato, y el 66.5% restante estara en forma de 
glucosa-6-fosfato. 

Otra forma de apreciar la potencia de este analisis nos lo da la aplicacion a 
este problema de la ecuacion (3.21): 

AG = AG° + fiTIn [F6P ^ (3.30a) 

[G6P] 

AG = AG° + fiTIn ( >F6P ) (3.30b) 

\ 1 ~ %p / 

Lo que hacemos ahora es calcular el valor de AG cuando ^p 6P (y, por tanto,/ G6P ) 
tiene cualquier valor que deseemos. Podemos elegir un valor y determinar cual 
seria el cambio de energia libre para convertir 1 mol de glucosa-6-fosfato en 1 
mol de fructosa-6-fosfato si la fraccion / G6P tuviera ese valor. Los resultados se 
representan graficamente en la Figura 3.6; su importancia puede apreciarse en 
los siguientes ejemplos. 
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Fraccion de glucosa-6-fosfato 




FIGURA 3.6 

El cambio de energi'a libre como funcion de la composicion 
de la mezda de reaccion. La curva roja indica el AG para la 
conversion de 1 mol de glucosa-6-fosfato en 1 mol de fructosa-6- 
fosfato como funcion de la fraccion de cada componente. Si la 
fraccion de fructosa-6-fosfato es inicialmente superior a la de su valor 
de equilibrio, la reaccion se decantara hacia la izquierda (formando 
mas G6P); si la fraccion de fructosa-6-fosfato es inicialmente inferior a 
la de su valor de equilibrio, la reaccion se decantara hacia la derecha 
(formando mas F6P). En ambos casos, la reaccion evoluciona hacia el 
equilibrio. 



1. Supongamos que hemos preparado una mezda con una f F6P = 0.2. En es- 
tas condiciones, la ecuacion (3.30b) indica que AG es negativo (-1.76 
kj/mol). Termodinamicamente esta favorecida la reaccion hacia el lado 
derecho. Se formara fructosa-6-fosfato a costa de glucosa-6-fosfato has- 
ta que la/ F6P aumente hasta el valor de equilibrio de 0.335. En este pun- 
to, la diferencia de energia libre que impulsa la reaccion habra desapare- 
cido, y el proceso habra llegado al equilibrio. 

2. Si la mezda inicial se preparara en cambio con una f r6P = 0.8, el valor ini- 
cial de AG seria +5.11 kj/mol. En este caso, estaria favorecida la reaccion 
inversa, y la If uctosa-6-fosfato se convertiria en glucosa-6-fosfato hasta al- 
canzar el estado de equilibrio. 

Este ejemplo pone de manifiesto exactamente la forma en que estan rela- 
cionados los procesos favorecidos termodinamicamente (irreversibles) con el 
equilibrio. Siempre que un sistema este desplazado del equilibrio, evoluciona- 
ra espontaneamente en la direccion necesaria para dirigirse hacia el estado de 
equilibrio. Si el sistema no esta en equilibrio, cualquier direccion que conduz- 
ca al equilibrio tendra un valor de AG negativo. Podemos considerar que el va- 
lor de AG negativo es la fuerza impulsora de la reaccion. 



Compuestos de fosfato de energia elevada: 
fuentes de energia de los sistemas biologicos 

Es de gran importancia en bioquimica el cometido fundamental que desempe- 
nan los cambios de energia libre para determinar las direcciones favorables de 
las reacciones quimicas, puesto que globalmente, toda ruta metabolica debe 
ser un proceso favorable termodinamicamente. De forma semejante, los pro- 
cesos fisicos como el transporte de iones y la contraccion muscular requieren 
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Las reacciones desfavorecidas 
termodinamicamente pueden pasar a 
ser favorecidas si se acoplan con 
reacciones muy exergonicas. 



Los compuestos de fosfato de energia 
elevada tienen una energia libre 
negativa de hidrolisis muy grande. 



tambien una fuente de energia libre. Estos ultimos pueden considerarse ejem- 
plos del “trabajo util” que puede proporcionar la energia libre. 

Con frecuencia, una reaccion o un proceso determinado necesario para la 
vida es en si mismo endergonico. Entre otros ejemplos, se encuentran deter - 
minadas reacciones quimicas y procesos fisicos (como el transporte a traves de 
una membrana en contra de un gradiente de concentracion) que poseen gran- 
des variaciones de energia libre positiva. Estas reacciones intrinsecamente des- 
favorables pueden hacerse favorables termodinamicamente acoplandolas a reac- 
ciones muy favorecidas. Supongamos, por ejemplo, que tenemos una reaccion 
que forma parte de una ruta esencial pero que es endergonica: 

A B AG° = +10 kJ/mol 

A1 mismo tiempo, supongamos otro proceso que es muy exergonico: 

C D AG° = -30 kJ/mol 

Si la celula es capaz de acoplar estas dos reacciones, el valor de AG° para el 
proceso global sera la suma algebraica de los valores individuales: 

A B AG° = +10 kJ/mol 

C D A G° = -30 kJ/mol 

A + C B + D A G° = -20 kJ/mol 

El equilibrio para el proceso global esta ahora muy desplazado hacia la derecha; 

la consecuencia es que se produce B de manera eficaz a partir de A. 

El acoplamiento de reacciones o procesos endergonicos con reacciones exer- 
gonicas es uno de los principios mas importantes de la bioquimica. El acopla- 
miento de procesos muy favorecidos con procesos desfavorecidos se utiliza no 
solo para impulsar innumerables reacciones, sino tambien para transportar 
sustancias a traves de membranas, transmitir impulsos nerviosos, contraer los 
musculos, y llevar a cabo otras transformaciones fisicas. 

COMPUESTOS DE FOSFATO DE ENERGIA ELEVADA 
COMO LANZADERAS DE ENERGIA 

El impulso de procesos mediante acoplamiento es tan frecuente que debe im- 
plicar que la celula contiene diversos compuestos (como el compuesto hipote- 
tico C descrito anteriormente) que pueden experimentar reacciones con cam- 
bios de energia libre negativos grandes. En capitulos posteriores se encuentran 
diversos compuestos de este tipo; entre ellos los anhidridos de fosfato, los enol 
fosfatos, algunos tioesteres y compuestos que contienen enlaces N — P. Estas sus- 
tancias pueden considerarse como lanzaderas de energia libre en la celula. Los 
mas importantes de estos compuestos de energia elevada son determinados 
fosfatos, que pueden experimentar una liberacion hidrolitica de sus grupos 
fosfato en disolucion acuosa. En la Figura 3.7 se muestran diversos compuestos 
de este tipo y sus reacciones de hidrolisis. Encontrara todas estas sustancias 
importantes en los capitulos posteriores sobre el metabolismo. Algunas de ellas, 
como el fosfoenolpiruvato (PEP), la creatina fosfato (CP) y el adenosina tri- 
fosfato (ATP), tienen unas energias lib res de hidrolisis en estado estandar muy 
negativas. El ATP es tal vez el mas importante de estos compuestos y el que en- 
contrara con mas frecuencia en este libro. En la Figura 3.8 se presentan la es- 
tructura y las reacciones de hidrolisis del ATP. La hidrolisis del ATP es muy 
exergonica, con un valor de AG°' = —31 kJ/mol (vease la pagina 88 para una de- 
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Productos de hidrolisis 




coo-/o\ 


COO- 


/o\ 


N 


1 


/ II \ 


C^0-P-0-> 


+ h 2 o c=o + 


0 

1 

■ “O 
1 

o 

\> 


II ] 


1 


\ ' / 


ch 2 \0/ 


ch 3 


\o/ 


Fosfoenolpiruvato (PEP) 


Piruvato 






COO- 



+ H 



,0 HC-OH 0 



+ H+ 



+ 



cr 



1 ,3-Bisfosfoglicerato 

HN = C' 



h 3 c-n-ch 2 - COO^ 




+ h 2 o 



CH„-0-P-0- 

I 

O" 

3-Fosfoglicerato (3PG) 



nh 3 

I 

HN = C 

I 

h 3 c-n-ch 2 - COO- 

Creatina 



+ 




+ h 2 o 



+ 



o 



0 




~0 — P-^-0— P -40 — P— 0>Adenosina + H 2 0 
I I I 

Sr/ \o/ \o 



Adenosina trifosfato (ATP) 






_ 0— P—0— P—0— Adenosina +H + -(- <H0 
I I 

o- o- 

Adenosina difosfato (ADP) 



0 



-Adenosina 

Adenosin fosfato (AMP) 




+ h 2 o 



O— P— O— Adenosina+ H + + <H0 
I 

0 - \ 0 ; 

Adenosina monofosfato (AMP) 



Adenosina 



ch 2 -oh 



+ h 2 o 



HO -CH 



Glicerol-1 -fosfato (G1P) 



HO - CH 

I 



ch 2 -oh 



Glicerol 



AG 0 ' Potencial de 
(kJ/mol) transferencia 




— P — O / -49 > 






-33 i 



-31 




b 60 



b 50 



- 40 



- 30 



10 



FIGURA 3.7 

Reacciones de hidrolisis de algunos compuestos de fosfato 
bioquimicamente importantes. El grupo fosfato labil de 
cada compuesto se muestra en amarillo. El producto de reaccion 
mas estable, Pj, esta en gris. A la derecha se muestra una escala de 
potenciales de transferencia de fosfato. 
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FIGURA 3.8 

La molecula de ATP y sus reacciones de 
hidrolisis. A lo largo de todo este libro, el 
sfmbolo <p> representa el grupo fosfato 
tetraedrico. 




HO OH 



Ribosa 



Adenosina 



Adenosina trifosfato 
(ATP) 




Se liberan 31 kJ/mol de energia 
cuando el ATP se convierte 
en ADP 



Se liberan 31 kJ/mol de energia 
cuando el ADP se convierte 
en AMP 



Se liberan 14 kJ/mol de energia 
cuando se rompe el enlace 
adenosina-fosfato 



finicion exacta de AG 3 '). Este valor corresponde a una constante de equilibrio 
superior a 10 5 . Este equilibrio esta tan desplazado hacia la derecha que la hi- 
drolisis del ATP puede considerarse practicamente irreversible. 

En la Figura 3.7 se observa tambien que, aunque algunas de estas reacciones 
de hidrolisis de fosfato son realmente procesos de energia elevada, otras no lo 
son. En el pasado, los bioquimicos afirmaban a menudo que compuestos como 
el fosfoenolpiruvato, la creatina fosfato y el ATP contenian “enlaces fosfato de 
energia elevada”. Sin embargo, ahora sabemos que este concepto no es estricta- 
mente correcto, puesto que no hay nada especial en los enlaces fosfato de estos 
compuestos. La explication de las altas energias libres de hidrolisis de algunas de 
estas sustancias radica mas bien en las propiedades especiales tanto de los reac- 
tantes como de los productos de las reacciones. Hay diversos factores que con- 
tribuyen a hacer que estos cambios de energia libre sean elevados. A continua- 
tion, se describen los que parecen ser mas importantes. 

Estabilizacion de resonancia de los productos de fosfato 
El ion ortofosfato (HP0 4 2_ ), que frecuentemente se abrevia con la expresion P ; 
(fosfato inorganico), es capaz de adoptar una amplia gama de formas de reso- 
nancia. Tanto el proton ligado como el oxigeno que lo fija han de considerarse 
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deslocalizados, por lo que es mas adecuada la forma de escribir la estructura que 
se muestra en la Figura 3.9. Estas formas multiples, que son de una energia 
igual, contribuyen a la entropla elevada de una estructura de resonancia de 
este tipo (vease la ecuacion (3.9)). No todas estas formas son posibles cuando el 
fosfato esta unido en un ester. Por consiguiente, la liberacion del ortofosfato da 
lugar a un aumento de la entropia en el sistema, y esta, por tanto, favorecida. La 
estabilizacion de resonancia se da en todas las reacciones de hidrolisis de fosfa- 
to que se describen en la Figura 3.7. 

Hidratacion adicional de los productos de hidrolisis 

La liberacion del residuo de fosfato de su estado unido permite que existan 
mayores oportunidades de hidratacion, especialmente cuando ambos produc- 
tos estan cargados. Recuerdese lo indicado en el Capitulo 2 respecto a que los io- 
nes estan muy hidratados en una solucion acuosa y que esa hidratacion es un es- 
tado energeticamente favorecido. 

Repulsion electrostatica entre los productos cargados 

En la hidrolisis del fosfoenolpiruvato, el bisfosfoglicerato, el adenosina trifosfa- 
to y el pirofosfato, los dos productos de la hidrolisis llevan una carga negativa. 
La repulsion entre estos productos ionicos favorece intensamente la reaccion de 
hidrolisis. 



Estabilizacion de resonancia potenciada o tautomerizacion 
de las moleculas producto 

La hidrolisis se ve favorecida a veces no solo por la estabilizacion de la reso- 
nancia del ortofosfato sino tambien por la capacidad del otro producto para 
adoptar mas formas moleculares, lo cual contribuye a la hidrolisis del fosfoe- 
nolpiruvato ya que el piruvato puede tautomerizarse: 

COO COO 

C=Q . ■ C--QH 

CHi CM f 

mientras que el PEP no puede sufrir la misma tautomerizacion. 

Liberacion de un proton en soluciones amortiguadas 

En algunas de las reacciones que se in dican en la Figura 3.7 se libera un proton. 
En consecuencia, la concentration de ion hidrogeno (es decir, el pH) influira en 
el equilibrio. Observese que hemos utilizado A G°' para indicar las energias libres 
de hidrolisis para el estado estandar en estas reacciones. El superindice prima 



FIGURA 3.9 

Estabilizacion de resonancia del 
ortofosfato, HP0 4 2 ~ (Pj). Se representa 
aquf de tres formas la deslocalizacion de 
resonancia de la carga del ion ortofosfato. (a) 
En esta representacion, algo artificial, se 
muestran las cuatro formas de resonancia del 
ion fosfato con el H + no asignado de forma 
permanente a ninguno de los cuatro atomos de 
oxfgeno. (b) En esta representacion mas 
exacta de la resonancia, las Ifneas discontinuas 
representan enlaces parciales. (c) Esta 
representacion muestra la importancia ffsica de 
los enlaces parciales. El ion fosfato es una 
estructura tetraedrica con cuatro enlaces 
equivalentes. 
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significa que el estado estandar se toma a pH 7, cerca del valor de pH de casi to- 
dos los procesos fisiologicos (vease el Capitulo 2). Consideremos ahora como es- 
cribiriamos el valor verdadero de AG para una reaccion como la hidrolisis del 
ATP a ADP, en unas circunstancias en las que pudieran variar tanto la concen- 
tracion de H 2 0 como la de H + : 

ATP 4 - + H 2 0 ADP 3 - + HP0 4 z - + H + 



Aplicando entonces la ecuacion (3.21), tendremos 

/ [ADP 3 -][HP0 4 2 ^][H + 



AG = AG° + RT In 



[ATP 4 -][H 2 0] 



(3.31) 



Pero puesto que las reacciones de hidrolisis in vivo se producen siempre en 
una solucion acuosa muy diluida, a un pH proximo a 7, no es adecuado man- 
tener las concentraciones de H 2 0 y H + como variables. En una disolucion di- 
luida, el disolvente (agua) esta cerca de su estado estandar, de forma que su ac- 
tividad es igual a la unidad (vease la pagina 78). Dado que las celulas vivas 
suelen estar amortiguadas a un pH muy proximo a 7.0, podemos considerar que 
la concentracion de ion hidrogeno se mantiene en un valor de aproximada- 
mente 1 0" 7 m. Utilizando las propiedades de los logaritmos, la ecuacion (3.31) 
puede volver a escribirse de la forma siguiente 



AG = AG° + RT In ( [ADP][P|] ) + rt | n (1 ° 
l [ATP] ) (1) 



(3.32) 



El tercer termino de la derecha es esencialmente constante. Podemos introdu- 
cirlo en una AG° redefinida a la que denominaremos AG°': 



AG = AG 0 ' + RT In 



[ADP][P j] \ 
[ATP] ) 



(3.33) 



en donde 



Los cambios de energia libre estandar 
de las reacciones bioquimicas estan 
definidos por AG°', donde la 
concentracion de agua se supone 
constante y el pH = 7.0. 



AG 0 ' = AG° + RTIn (1CT 7 ) (3.34) 

Esta definicion es el verdadero significado de los valores de AG°' que se dan en 
la Figura 3.7. El hecho de que la hidrolisis del ATP se produzca normalmente en 
presencia de una cantidad enorme de H 2 0, y en unas condiciones en las que la 
concentracion de ion hidrogeno se mantiene en valores muy bajos, contribuye 
enormemente a hacer que la reaccion este favorecida. La primera condicion se 
da en general en las reacciones de hidrolisis, y la ultima es importante siempre 
que se liberan protones. 



POTENCIAL DE TRANSFERENCIA DE FOSFATO 



El potencial de transferencia de fosfato 
muestra los compuestos que pueden 
fosforilar a otros en condiciones 
estandar. 



Existe otra forma util de entender los valores de AG°' para diversos compues- 
tos fosfato de energia elevada. Como se observa en la Figura 3.7, estos valores 
forman una escala de potenciales de transferencia de fosfato. El potencial se de- 
fine simplemente como el valor de -AG 0 ' de la hidrolisis. Cada compuesto im- 
pulsa la fosforilacion de los compuestos situados en un lugar mas bajo de la es- 
cala, siempre que se disponga de un mecanismo de acoplamiento adecuado. 
Consideremos, por ejemplo, las reacciones siguientes, que se han escrito en la 
forma algo abreviada que utilizaremos con frecuencia: 



(1) Hidrolisis de fosfoenolpiruvato PEP piruvato + P, AG 0 ' = -62 kj/mol 

(2) Fosforilacion de adenosina de fosfato ADP + P, ATP AG 0 ' = +31 kj/mol 



(1) + (2): Fosforilacion acoplado del ADP por el PEP PEP + ADP piruvato + ATP 



AG 0 ' = -31 kj/mol 
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As! pues, el fosfoenolpiruvato, que posee un potencial de transferencia de fos- 
fato muy alto, de 62 kj/mol, es capaz de anadir un grupo fosfato al ADP en un 
proceso favorecido termodinamicamente. El ATP puede pasar este fosfato a la 
glucosa, ya que el potencial de transferencia de fosfato de la glucosa-6-fosfato 
esta todavia mucho mas abajo en la escala: 

(1) Hidrolisis del ATP ATP ADP + P, AG 0 ' = -31 kj/mol 

(2) Fosforilacion de la glucosa Glucosa + P, glucosa-6-fosfato AG 0 ' = +14 kj/mol 

(1) + (2): Fosforilacion acoplada de la glucosa por el ATP ATP + glucosa ADP + glucosa-6-fosfato AG 0 ' = -17 kj/mol 

Estos ejemplos resaltan la forma en la que el ATP puede actuar como un agen- 
te versatil de transferencia de fosfato mediante reacciones acopladas. En cada 
caso, el acoplamiento se realiza haciendo que las reacciones se produzcan en la 
superficie de una molecula proteica grande, una enzima. Estudiaremos las en- 
zimas con detalle en el Capitulo 1 1 y observaremos que pueden facilitar este 
acoplamiento y acelerar las reacciones. En el Capitulo 12 veremos con mayor 
profundidad el cometido metabolico del ATP. 



RESUMEN 



La bioenergetica es la rama de la termodinamica que trata de la adquisicion, el 
intercambio y la utilization de la energia en los organismos. La energia interna 
(T) de un sistema incluye toda la energia que puede intercambiarse mediante 
procesos extranucleares: la energia del movimiento de los atomos y las mo- 
leculas, y la energia de los enlaces quimicos y las interacciones no covalentes. E 
viene dada por el estado del sistema, y puede modificarse unicamente median- 
te un intercambio de calor o de trabajo con el entorno (AT = q - w). Esta es la 
primera ley de la termodinamica. En condiciones de volumen constante, q = AT. 
En condiciones de presion constante, q = A H = AT + TA V, donde H indica la 
entalpia (H = T -F PV). En bioquimica, A H es mas importante que AT. 

Los procesos pueden ser reversibles (proximos al equilibrio) o irreversibles 
(alejados del equilibrio). La direccion de una reaccion favorecida termodinami- 
camente (la direccion que conduce al equilibrio) viene dada por los cambios de 
la entalpia (H) y la entropia (S, una medida de la aleatoriedad). La energia lib re, 
G = H— TS, tiene en cuenta ambos parametros. El criterio para determinar si un 
proceso es favorable es que el cambio de energia libre, AG = A H- TAS, sea ne- 
gativo; ello constituye una forma de enunciar la segunda ley de la termodinami- 
ca. La transition de hielo a agua pone de manifiesto la importancia de la tempe- 
rature ( T) para determinar la direccion de la reaccion. En el punto de fusion, el 
solido y el liquido estan en equilibrio (AG = 0). La entropia de un sistema abier- 
to puede disminuir, como ocurre en la congelation del agua, pero solo si dismi- 
nuye la entalpia. Asi pues, los organismos deben gastar constantemente energia 
para mantener la organization. En cada transferencia de energia, se pierde par- 
te de la energia (A H) en forma de calor (TAS), por lo que AG es una medida de 
la energia de la que potencialmente puede disponerse para un trabajo util. 

Para aplicar las relaciones termodinamicas a los problemas quimicos, utili- 
zamos el potencial quimico, que relaciona la concentracion de cada sustancia 
con su contribucion a la energia libre total del sistema. A partir del potencial 
quimico, obtenemos las ecuaciones que gobiernan los cambios de energia libre 
de las reacciones quimicas: 

AG = AG° + RT In [P roductos ] 



[reactantes] 
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y AG° = —RT In K. Aqui, AG° es el cambio de energia libre del estado estandar 
y K es la constante de equilibrio. 

Las reacciones que no estan favorecidas termodinamicamente pueden esti- 
mularse a pesar de ello, si se acoplan a reacciones que tengan valores de AG muy 
negativos. En los sistemas vivos, se utiliza con frecuencia para este fin la hidro- 
lisis de determinados compuestos de fosfato. El potencial de transferencia de fos- 
fato ordena estos compuestos segun su capacidad para fosforilar otros com- 
puestos en condiciones estandar. El ATP, que es el mas importante de estos 
compuestos, se genera en las rutas metabolicas de production de energia y se 
utiliza para impulsar muchas reacciones. 
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PROBLEMAS 



1. El cambio de entalpia (calor de fusion, A Hf) para la transition 

hielo *- agua a 0°C y a 1 atm de presion es de +6.01 kj/mol. 

El cambio de volumen cuando se funde 1 mol de hielo es de 
-1.625 cm 3 /mol = -1.625 X 10 -6 m 3 /mol. Calcular la diferencia 
entre AH { y AE { para este proceso, y expresarlo como porcentaje 
de AEf. [Nota: 1 atm = 1.013 X 10 5 N/m 2 en unidades SI.] 

*2. Dadas las siguientes reacciones y sus entalpias: 

AH (kj/mol) 

H 2 (g) *- 2H(g) +436 

0 2 (g) »■ 20(g) +495 

H 2 (g) + J40 2 (g) - H 2 0(g) -242 



(a) Disenar una forma de calcular A H para la reaction 

H 2 0(g) 2H(g) + O(g) 

(b) A partir de ello, calcular la energia del enlace H — O. 

3. La descomposicion del N 2 0 5 cristalino 

N 2 0 5 (s) 2N0 2 (g) + y 2 0 2 (g) 

es un ejemplo de una reaction favorecida termodinamicamen- 
te a pesar de que absorba calor. A 25°C, tenemos los siguientes 
valores de los cambios de energia libre y de entalpia de estado 
estandar de la reaction: 

AH 0 = +109.6 kj/mol 
AG° = -30.5 kj/mol 

(a) Calcular A S° a 25°C. 

(b) 2 Por que es tan favorable el cambio de entropia de esta 
reaction? 

(c) Calcular A E° para esta reaction a 25°C. 

(d) 2 Por que A H° es superior a A £°? 

4. La combustion de glucosa a C0 2 y agua es una fuente impor- 
tante de energia en los organismos aerobios. Es una reaction fa- 
vorecida gracias fundamentalmente a un cambio de entalpia 
muy negativo. 

C 6 H 12 O e (s) + 60 2 (g) 6C0 2 (g) + 6H 2 0(I) 

A H° = -2816 kj/mol AS 0 = +181 J/K-mol 

(a) A 37°C, 2 cual es el valor de AG°? 

(b) En la reaction global del metabolismo aerobio de la gluco- 
sa, se producen 38 moles de ATP a partir de ADP por cada 
mol de glucosa oxidada. Calcular el cambio de energia libre 
del estado estandar para la reaction global cuando la oxi- 
dation de la glucosa se acopla a la formation de ATP. 

(c) 2 Cual es la eficacia del proceso en terminos del porcentaje 
de cambio de energia libre disponible capturada en el ATP? 

*5. La primera reaction de la glucolisis es la fosforilacion de la 
glucosa: 

P ; + glucosa glucosa-6-fosfato 

Este proceso es desfavorable termodinamicamente, con AG°' = 
= +14 kj/mol. 

(a) En una celula hepatica, a 37°C, las concentraciones de fos- 
fato y de glucosa se mantienen normalmente en un valor de 
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aproximadamente 5 mM cada una. 2 Cual seria la concen- 
tration de equilibria de la glucosa-6-fosfato, segun los datos 
anteriores? 

(b) Esta concentration muy baja del producto deseado seria 
muy desfavorable para la glucolisis. De hecho, la reaction se 
acopla a la hidrolisis del ATP para dar lugar a la reaction 
global siguiente: 

ATP + glucosa glucosa-6-fosfato + ADP 

^Cual es ahora el valor de A G°' para la reaction? 

(c) Si, ademas de las restricciones relativas a la concentration 
de glucosa que se han indicado antes, tenemos en la celula 
hepatica [ATP] = 3 mM y [ADP] = 1 mM, jcual es la con- 
centration de equilibrio de la glucosa-6-fosfato? La res- 
puesta que se obtendra es un valor absurdo, muy elevado 
para la celula, y en realidad nunca se llega a valores proxi- 
mos al mismo. Explicar por que. 

6. En otra reaction clave de la glucolisis, la dihidroxiacetona fos- 
fato (DHAP) se isomeriza a gliceraldehido-3-fosfato (G3P): 

H .0 
\ # 

CH„0H C 

I I 

C = 0 v HC — OH AG°' = +7.5 kj/mol 

I I 

CH 2 0P0 3 2 “ CH 2 0P0 3 2 ” 

DHAP G3P 

Como A G°' es positivo, el equilibrio se desplaza hacia la iz- 
quierda. 

(a) Calcular la constante de equilibrio y la fraction de equili- 
brio del G3P a partir de lo anterior, a 37°C. 

(b) En la celula, el agotamiento de G3P hace que se produzca la 
reaction. 2 Cual sera el valor de AG si la concentration de 
G3P se mantiene siempre en Vioo de la concentration de 
DHAP? 

7. Una molecula proteica, en su estado nativo plegado, tiene una 
conformation favorecida. Pero cuando se desnaturaliza, se con- 
vierte en un ovillo aleatorio, con muchas conformaciones po- 
sibles. 

(a) ^Cual debe ser el signo de AS para el cambio nativa — *■ 
desnaturalizada? 

(b) ^La contribution de AS al cambio de energia libre sera + o 
-? 2 Que exigencia impone esto a la A H si las proteinas han 
de ser estructuras estables? 

8. Cuando una sustancia hidrofoba, como un hidrocarburo, se 
disuelve en agua, se forma una jaula de clarato de moleculas de 
agua ordenadas a su alrededor (vease la pagina 43 en el Capi- 
tulo 2). iQue signo es de prever que tenga AS para este proceso? 
Explicar la respuesta. 

*9. Se observa que la mayor parte de las moleculas de proteinas 
cuando aumenta la temperatura pasan de su estado plegado 
defmido a un estado desnaturalizado formando un ovillo alea- 
torio. 

(a) Teniendo en cuenta lo que sabe de A H y AS, explique por 
que este hecho es razonable. [Pista: Considere el Proble- 
ma 7.] 

(b) Sin embargo, a veces, las proteinas se desnaturalizan cuan- 
do su temperatura disminuye. ^Como podria explicarse este 
hecho? [Pista: Considere el Problema 8.] 



*10. Suponga que una reaction tiene unos valores de A H° y A S° in- 
dependientes de la temperatura. Demuestre a partir de ello y de 
las ecuaciones dadas en este capitulo, que 

. .. -A H° AS 0 

In K = + 

RT R 

donde K es la constante de equilibrio. ^Como podria utilizar los 
valores de K determinados a distintas temperaturas para obte- 
ner el valor de A H° para la reaction? 

11. Los siguientes datos proporcionan el producto ionico (K w , 
vease la ecuacion (2.5) de la pagina 46) del agua a varias tem- 
peraturas: 

T(°C) 1C W ( m 2 ) 

0 1.14 X 10” 15 

25 1.00 X 10” 14 

30 1.47 X 10” 14 

37 2.56 X 10” 14 

(a) Utilizando los resultados del Problema 10, calcular ALT’ 
para la ionization del agua. 

(b) Utilizar estos datos, y el producto ionico a 25°C para calcu- 
lar AS° para la ionization del agua. 

12. Los potenciales de transferencia de fosfato para la glucosa-1- 
fosfato y la glucosa-6-fosfato son 21 kj/mol y 14 kj/mol, res- 
pectivamente. 

(a) iCual es la constante de equilibrio para esta reaction a 
25°C? 





G I ucosa- 1 -fosfato G lucosa-6-fosf ato 

(b) Si se preparara una mezcla con un contenido de glucosa-6- 
fosfato 1 m y glucosa- 1 -fosfato 1 X 10” 3 M, 2 cual seria la di- 
rection de la reaction favorecida termodinamicamente? 

13. Damos un valor de -31 kj/mol al cambio de energia libre del 
estado estandar para la hidrolisis del ATP (Figura 3.7). jEs- 
peraria que el valor fuera el mismo para la reaction ATP 4 ” + 
H 2 0 — ► ADP 2 ” + P ; 2 ”? Expliquelo. 

14. Al realizar cada respiration, se espiran alrededor de 0.5 L con- 
tra una presion de 1 atm. 

(a) Si se respira alrededor de 30 veces por minuto, 2 cuanto tra- 
bajo se realiza de esta forma cada dia? (Despreciar cual- 
quier trabajo realizado en la inhalation.) 

(b) Utilizando el valor de AG° para la hidrolisis del ATP, 2 cual 
es el numero minimo de moles de ATP que se utilizaran 
diariamente para respirar? 

15. Cuando realiza una actividad moderada, una persona de tipo 
medio generara alrededor de 350 kj de calor a la hora. Utilizan- 
do el calor de combustion del acido palmitico (ecuacion (3.6)) 
como valor aproximado para las sustancias grasas, calcular los 
gramos de grasa que se requeririan diariamente para mantener 
este nivel, si todos se quemaran para generar calor. 

*16. La diferencia principal entre una molecula proteica en su esta- 
do nativo y en su estado desnaturalizado esta en el numero de 
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conformaciones disponibles. El estado nativo plegado puede 
suponerse que tiene una conformation. El estado desplegado 
puede estimarse que tiene tres orientaciones posibles sobre 
cada enlace entre residuos. 

(a) Para una protema de 100 residuos, estimar la variation de 
entropla por mol en la desnaturalizacion. 

(b) ,>Cual debera ser la variation de entalpia que acompane a la 
desnaturalizacion que permita desnaturalizarse a la mitad 
de la proteina a 50°C? 

(c) ,;Aumentara o disminuira la fraction desnaturalizada al au- 

mentar la temperatura? 



17. Una celula se encuentra en una solution de glucosa 0.01 m. La 

concentration de glucosa dentro de la celula es 0. 1 m. 

(a) ^Cual seria la variation de energia libre para el transporte de 
10~ 6 moles de glucosa desde el medio al interior de la celu- 
la? Suponer T = 37°C. 

(b) ^Cual seria la variation de energia libre si las concentra- 
ciones intracelular y extracelular fueran 1 mM y 10 mM, 
respectivamente? 

(c) Si el proceso estuviera acoplado a la hidrolisis del ATP, 
^cuantos moles de ATP deberian hidrolizarse para hacer fa- 
vorable a este proceso? 



Arquitectura molecular 
de la materia viva 
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En LOS CAPITULOS QUE SICUEN SE PRESENTAN LAS TRES CLASES PRINCIPALES DE 
biomoleculas: los acidos nucleicos, las proteinas y los polisacaridos. Estas sus- 
tancias, en conjunto, constituyen una gran parte de la materia viva. Dirigen y 
realizan el enorme entramado de procesos quimicos que constituyen la vida. 
Aunque estructuralmente son muy diferentes, los acidos nucleicos, las proteinas 
y los polisacaridos poseen determinadas caracteristicas comunes. Como vimos 
en el Capitulo 1, se trata de sustancias que existen en forma de macromolecu- 
las, algunas de ellas verdaderamente gigantes. Veremos que todas estas macro- 
moleculas son polimeros, donde cada tipo esta formado por la union de un nu- 
mero limitado de clases de unidades monomericas. En cada caso la secuencia de 
unidades es especifica. 

Naturaleza de los acidos nucleicos 

Resulta adecuado iniciar esta section con los acidos nucleicos, ya que en cierto 
sentido son los componentes mas fundamentales de la celula viva. Parece pro- 
bable que la vida en si empezara su evolution con los acidos micleicos, puesto 
que estas son las unicas sustancias biologicas que poseen la notable propiedad 
de la autoduplicacion. Hoy en dia, los acidos micleicos actuan como deposita- 
ries y transmisores de la information genetica de cada celula, tejido y organis- 
mo. Los pianos para la construction de un organismo estan codificados en su 
acido nucleico, en moleculas gigantescas como la que se muestra en la Figura 1.5 
(pagina 11). Gran parte del desarrollo fisico de un organismo a lo largo de su 
vida esta programado en estas moleculas. Las proteinas que elaboraran sus ce- 
lulas y las funciones que realizaran estan todas registradas en esta “cinta” mo- 
lecular. 

En este capitulo, y en los siguientes, describiremos los acidos nucleicos y 
aportaremos luego una breve introduction respecto a las formas en las que es- 
tos mantienen y transmiten la information genetica. La information detallada 
de estos procesos se presentara en la Parte V de este libro, pero es importante 
que consideremos, de entrada, el cometido que desempenan los acidos nuclei- 
cos en la formation de proteinas y en la estructura celular. 
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DOS TIPOS DE ACIDO NUCLEICO: DNA Y RNA 

Existen dos tipos de acido nucleico, el acido ribonucleico (RNA) y el acido de- 
soxirribonucleico (DNA). Como se indica en la Figura 4.1, cada uno de ellos es 
una cadena polimerica, en la que las unidades monomericas estan conectadas 
por enlaces covalentes. Las estructuras de las unidades monomericas del RNA 
y DNA son las siguientes: 



FIGURA 4.1 

Estructuras quimicas del acido 
ribonucleico (RNA) y del acido 
desoxirribonudeico (DNA). Se presenta 
detalladamente el armazon de ribosa-fosfato o 
desoxirribosa-fosfato de cada cadena. Las bases 
que se indican aquf esquematicamente se 
muestran con detalle en la Figura 4.2. 

RNA 





Fosfato 



Fosfato 



Unidad que se repite en el Unidad que se repite en el 

acido ribonucleico (RNA) acido desoxirribonudeico (DNA) 



DNA 
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En cada caso, la unidad monomerica contiene un azucar de cinco carbonos, la 
ribosa en el RNA y la 2'-desoxirribosa en el DNA (que se indican en azul en las 
estructuras). Los atomos de carbono se designan con primas (1', 2', etc.) para 
diferenciarlos de los atomos de las bases. La diferencia entre los dos azucares ra- 
dica unicamente en el grupo hidroxilo 2' de la ribosa en el RNA, que esta sus- 
tituido por el hidrogeno en el DNA. La conexion entre las sucesivas unidades 
monomericas en los acidos nucleicos se realiza mediante un residuo fosfato 
unido al hidroxilo del carbono 5' de una unidad y al hidroxilo 3' de la si- 
guiente. Esto forma un enlace fosfodiester entre dos residuos de azucar (Ligura 
4.1). De esta forma, se construyen cadenas largas de acido nucleico, que a veces 
contienen centenares de millones de unidades. El grupo fosfato es un acido 
fuerte, con un valor de p K a de aproximadamente 1, y esta es la razon por la que 
al DNA y al RNA se les denomina acidos nucleicos. A pH fisiologico cada resi- 
duo de una molecula de DNA o RNA lleva una carga negativa. 

Los residuos de azucar unidos mediante enlace fosfodiester constituyen el ar- 
mazon de la molecula de acido nucleico. En si, el armazon es una estructura re- 
petitiva, incapaz de codifkar informacion. La importancia de los acidos nu- 
cleicos en el almacenamiento y la transmision de la informacion deriva de que 
son heteropolimeros. Cada monomero de la cadena contiene una base hetero- 
ciclica, que siempre va unida al carbono 1' del azucar (vease la Ligura 4.1). En 
la Ligura 4.2 se muestran las estructuras de las principales bases existentes en los 



Tanto el DNA como el RNA son 
polinucleotidos. El RNA tiene el azucar 
ribosa y el DNA tiene desoxirribosa. 



Las bases de los acidos nucleicos son 
de dos clases: las purinas, adenina y 
guanina, y las pirimidinas, citosina, 
timina y uracilo. El RNA y el DNA 
emplean las mismas bases, excepto 
que el RNA utiliza uracilo donde el 
DNA utiliza timina. 
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FIGURA 4.2 

Bases puricas y pirimidmicas que se encuentran 

en el DNA y el RNA. El DNA contiene siempre las 
bases A, C, C, T mientras que el RNA tiene siempre A, G, 
C, U. La timina simplemente es el 5-metiluracilo. 
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FIGURA 4.3 

Nudeosidos y nudeotidos. Se representan 
los ribonucleosidos y ribonucleotidos; los 
desoxirribonucleosidos y desoxirribonucleotidos 
son identicos, excepto que carecen del grupo 
2'OH y excepto que la T del DNA esta 
sustituida por U en el RNA. Cada nucleosido se 
forma por el acoplamiento de ribosa o 
desoxirribosa a una base. Los nudeotidos, que 
pueden considerarse las unidades monomericas 
de los acidos nucleicos, son los 5'-monofosfato 
de los nudeosidos. Existen nudeosidos fosfato 
con fosforilacion en otros grupos hidroxilo, 
pero no se encuentran en los acidos nucleicos. 



acidos nucleicos. Existen dos tipos de bases heterociclicas, que se denominan pu- 
rinas y pirimidinas. El DNA tiene dos purinas, adenina (A) y guanina (G), y dos 
pirimidinas, citosina (C) y timina (T). El RNA posee las mismas bases, excep- 
to que la timina esta sustituida por uracilo (U). El RNA y, en menor medida, el 
DNA contienen tambien una pequena proportion de bases con modificaciones 
quimicas. Consideraremos estas bases modificadas en apartados posteriores de 
este capitulo. 

El DNA y el RNA pueden considerarse, cada uno de ellos, como un polime- 
ro formado con cuatro clases de monomeros. Los monomeros son moleculas de 
ribosa o desoxirribosa fosforiladas, con bases puricas o pirimidinicas unidas a sus 
carbonos 1 En las purinas, la union se realiza con el nitrogeno 9 y en las piri- 
midinas con el nitrogeno 1. El enlace entre el carbono 1' del azucar y el nitro- 
geno de la base se denomina enlace glucosidico. Estos monomeros se denominan 
nudeotidos. Cada nucleotido puede considerarse el derivado 5'-monofosforila- 
do de un aducto azucar-base denominado nucleosido (Figura 4.3). Asi, los nu- 
cleotidos pueden tambien denominarse nudeosidos 5 '-mo no fosfato. Hemos en- 
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contrado ya una de estas moleculas en el Capitulo 3: la adenosina 5'-monofos- 
fato o AMP. 

Dado que todos los acidos nucleicos pueden considerarse polimeros de nu- 
cleotidos, se les suele asignar la denomination generica de polinucleotidos. Los 
pollmeros pequenos, que contienen tan solo algunos residuos, se denominan, 

oligonucleotidos. 

PROPIEDADES DE LOS NUCLEOTIDOS 

Los nucleotidos son acidos bastante fuertes, en los que la ionizacion primaria del 
fosfato se produce con un valor de p K a de aproximadamente 1.0. Tanto la io- 
nizacion secundaria del fosfato como la protonacion o desprotonacion de al- 
gunos de los grupos de las bases de los nucleotidos pueden observarse a valores 
de pH bastante proximos a la neutralidad (Tabla 4.1). Las bases son capaces 
tambien de experimentar una conversion entre formas tautomeras. Las for- 
mas tautomeras, o tautomeros, son isomeros estructurales que se diferencian en 
la disposition de sus atomos de hidrogeno y los dobles enlaces. Las formas 
principales son las que se muestran en la Figura 4.2, pero la G, la T y el U pue- 
den isomerizarse parcialmente a formas enol, y la A y la C a formas imino, 
como se muestra en la Figura 4.4. 

Como consecuencia de los sistemas de dobles enlaces conjugados de los ani- 
llos de purina y pirimidina, las bases y todos sus derivados (nucleosidos, nucleo- 
tidos y acidos nucleicos) absorben intensamente la luz en la region del espectro del 
ultravioleta cercano. Esta absorcion depende en parte del pH, debido a las reac- 
ciones de ionizacion de las bases. En la Figura 4.5 se presentan espectros repre- 
sentatives de los ribonucleotidos a pH neutro. Esta intensa absorbancia se utiliza 
para la determination cuantitativa de los acidos nucleicos, ya que permite medir 
las concentraciones de acido nucleico con una detection de microgramos/mL me- 
diante espectro fotometria (vease Herramientas de la Bioquimica 6A). 

La luz ultravioleta puede tener tambien efectos daninos quimicos sobre el 
DNA que dan lugar, por ejemplo, a cancer de piel. 

ESTABILIDAD Y FORMACION DEL ENLACE FOSFOD1ESTER 

Si comparamos las estructuras de los nucleotidos que se muestran en la Figura 
4.3 con las cadenas polinucleotidicas de la Figura 4.1, vemos que, en principio, 
un polinucleotido podria generarse a partir de sus monomeros nucleotidos 
mediante la elimination de una molecula de agua entre cada par de monome- 
ros. Es decir, podriamos imaginar la adicion de otro residuo nucleotido a una 
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FIGURA 4.4 

Tautomerizacion de las bases. Se 

muestran en el lado izquierdo las formas mas 
estables (y, por tanto, frecuentes). Las formas 
menos frecuentes, imino y enol, que se 
muestran en el lado derecho, se encuentran en 
algunas interacciones de bases especiales. 
Tambien son posibles algunos otros tautomeros 
(que no se muestran aqui). 
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FIGURA 4.5 

Espectros ultravioleta de los ribonucleotidos. Las dimensiones de los 
coeficientes de absorcion son cirr 1 . Por consiguiente, una solucion 1CD 1 m 
de UMP tendrfa una absorbancia de 0.95 a 260 nm en una cubeta de un grosor 
de 1 cm. (Absorbancia = absortividad molar x paso de luz en cm x concentracion 
molar; vease Herramientas de la Bioqufmica 6A.) 

Datos tornados de A. L. Lehninger, D. L. Nelson y M. M. Cox, Principles of Biochemistry, 2- ed. (Nueva York: 
Worth, 1993). © 1993, 1982 Worth Publishers, Inc. Utilizado con permiso. 




Longitud de onda (A), nm 



cadena polinucleotidica mediante la reaccion de deshidratacion que se muestra 
en la Figura 4.6. Sin embargo, el cambio de energia libre de esta reaccion hipo- 
tetica es bastante positivo, de aproximadamente +25 kj/mol y, en consecuencia, 
el equilibrio esta muy desplazado hacia el lado de la hidrolisis del enlace fosfo- 
diester en el medio acuoso de la celula. La hidrolisis de los polinucleotidos a nu- 
cleotidos es el proceso favorecido termodinamicamente. 

Encontramos aqui el primero de los multiples ejemplos de metaestabilidad 
de los polimeros con importancia biologica. Los compuestos metaestables tie- 
nen favorecida termodinamicamente su ruptura, pero esta se produce solo 
muy lentamente salvo que la reaccion este catalizada. De acuerdo con la varia- 
cion de energia libre implicada, los polinucleotidos deberian hidrolizarse en las 
condiciones de las celulas vivas, pero su hidrolisis es extremadamente lenta, sal- 
vo que este catalizada. Esta caracteristica es de la maxima importancia, puesto 
que garantiza que el DNA en las celulas sea suficientemente estable como para 
cumplir una funcion util de deposito de la information genetica. En condi- 
ciones de deshidratacion, el DNA es tan estable que ha sido posible incluso re- 
cuperar fragmentos de moleculas de DNA de algunos fosiles antiguos. Sin em- 
bargo, cuando hay catalizadores, la hidrolisis puede ser extraordinariamente 
rapida en disolucion acuosa. La catalisis acida da lugar a la hidrolisis de los en- 
laces fosfodiester en el RNA, produciendo una mezcla de nucleotidos. En am- 
bos, RNA y DNA, el enlace glucosidico entre la base y el azucar se hidroliza 
tambien, dando una mezcla de bases, acido fosforico y ribosa (o desoxirribo- 
sa). El RNA, pero no el DNA, es tambien labil en soluciones alcalinas y el tra- 
tamiento con alcali 0.1 m produce una mezcla de 2' y 3' nucleosidos fosfato. 
Por ultimo, y lo mas importante desde el punto de vista biologico, las enzimas 
denominadas nucleasas catalizan la hidrolisis de los enlaces fosfodiester tanto 
en el RNA como en el DNA. El organismo es capaz de degradar y utilizar los 
polinucleotidos de los alimentos consumidos gracias a que el aparato digesti- 
vo contiene nucleasas. En el Capitulo 11 se describen ejemplos de enzimas de 
este tipo. 

La termodinamica desfavorable de la hipotetica reaccion de deshidratacion 
que se muestra en la Figura 4.6 nos lleva a plantear la siguiente pregunta: si no 
pueden sintetizarse in vivo los polinucleotidos por la eliminacion directa de 
agua, jcomo se forman realmente? La respuesta es que su sintesis implica a los 
nucleosidos o desoxinucleosidos trifosfato de energia elevada. Aunque el proceso 
que tiene lugar en las cehilas es bastante complejo, la reaccion basica es sencilla. 
En vez de la reaccion de deshidratacion de la Figura 4.6, lo que sucede en las ce- 
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FIGURA 4.6 ( izquierda ) 

Formacion de un polinucleotido 
mediante una hipotetica reaccion de 
deshidratacion. Podrfamos imaginar que 
un polinucleotido puede formarse directamente 
a partir de nucleosidos monofosfato mediante 
la eliminacion de agua, como se indica aquf, 
pero esta reaccion de deshidratacion es 
desfavorable termodinamicamente. La reaccion 
inversa, la hidrolisis, esta favorecida. Observese 
que en esta figura y en las siguientes 
adoptamos una forma algo mas compacta para 
representar el armazon azucar-fosfato. 
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FIGURA 4.7 ( derecha ) 

Como se forman realmente los 
polinucleotidos. En esta reaccion, cada 
monomero se presenta en forma de nucleosido 
trifosfato que se anade a la cadena. La ruptura 
del nucleosido trifosfato proporciona la energfa 
libre que hace que la reaccion sea favorable 
termodinamicamente. Las enzimas que 
catalizan estas reacciones se denominan 
polimerasas. 
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lulas vivas es la reaccion que se muestra en la Figura 4.7. El nucleosido mono- 
fosfato que se anade a la cadena en crecimiento se presenta en forma de nucleo- 
sido trifosfato, como el ATP o el desoxi ATP (dATP), y en la reaccion se libera 
pirofosfato. Podemos calcular el cambio de energia libre de esta reaccion sena- 
lando que puede considerarse la suma de dos reacciones: la hidrolisis de un nu- 
cleosido trifosfato y la formacion de un enlace fosfodiester por la eliminacion de 
agua: 



AG 0 ' 

Nucleosido trifosfato + H 2 0 nucleosido monofosfato + pirofosfato (PP,) -31 kJ/mol 

(Cadena polinucle6tida) w + nucleosido monofosfato 4= i (Cadena polinucleotida) w + 1 + H 2 0 +25 kJ/mol 

Suma: (Cadena polinucleotida) N + nucleosido trifosfato (Cadena polinucle6tida) A/ + 1 + pirofosfato (PP.) -6 kJ/mol 

La reaccion acoplada es favorable porque el valor neto de A G°' es negativo. La 
reaccion se ve favorecida tambien porque la hidrolisis del producto pirofosfato 
(PP;) a ortofosfato (P ; ) tiene un valor de A G°' = -33 kJ/mol. Asi pues, el piro- 
fosfato se elimina con facilidad, impulsando aun mas la reaccion de sintesis 
hacia la derecha y proporcionando un A G°' global de -39 kJ/mol. La sintesis de 
polinucleotidos es un ejemplo de un principio recalcado en el Capitulo 3: el em- 
pleo de reacciones favorables para impulsar reacciones que son termodinami- 
camente desfavorables. 

Es importante tener en cuenta la forma en que las caracteristicas energeticas 
de estos procesos encajan en el esquema general de la vida. Un organismo ob- 
tiene energia, de la fotosintesis si se trata de una planta, o bien del metabolismo 
de los alimentos, y almacena parte de esta energia mediante la generacion de 
ATP, GTP, dATP, dGTP y otros compuestos de energia elevada. A su vez, utiliza 
estos compuestos como fuentes de energia para impulsar la sintesis de macro- 
moleculas como el DNA, el RNA y las proteinas. Este empleo de trifosfatos 
como moneda de cambio energetico de la celula es un tema que se ira repitiendo 
una y otra vez a lo largo de este libro. 



Estructura primaria de los acidos nucleicos 

NATURALEZA Y TRASCENDENCIA DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA 



Un examen mas detenido de la Figura 4. 1 revela dos caracteristicas importan- 
tes de todos los polinucleotidos: 



1. Una cadena polinucleotidica posee un sentido o direccionalidad. El enla- 
ce fosfodiester entre las unidades monomericas se produce entre el car- 
bono 3' de un monomero y el carbono 5' del siguiente. Asi pues, los 
dos extremos de una cadena polinucleotidica lineal son diferenciables. Un 
extremo lleva normalmente un fosfato 5' sin reaccionar, y el otro extre- 
mo un grupo hidroxilo 3 ' sin reaccionar. 

2. Una cadena polinucleotidica posee individualidad, determinada por la se- 
cuencia de sus bases, es decir, la secuenda de nudeotidos. Esta secuencia se 
denomina estructura primaria de ese acido nucleico concreto. 



Todos los polinucleotidos existentes en 
la naturaleza tienen una secuencia 
definida, su estructura primaria. 



Si queremos describir una secuencia polinucleotidica determinada (tanto si 
se trata de DNA como si es RNA), resulta extremadamente diflcil y totalmente 
innecesario dibujar la molecula en su totalidad, como en la Figura 4.1. Elio ha 
hecho que se disenaran algunas nomenclaturas mas compactas. Si indicamos 
que estamos describiendo una molecula de DNA o una molecula de RNA, se 
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comprende ya la mayor parte de la estructura. Podemos abreviar una molecu- 
la pequena de DNA de la forma siguiente: 



6 
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3' 


S' 


\ 
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N 


\l 


1 

N 


i 

\l 



OH 
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5 ' 



5 ' 



5 



Esta notacion indica: (1) la secuencia de nucleotidos, mediante sus abreviaturas 
de una letra (A, C, G, T); (2) que todos los enlaces fosfodiester son entre hi- 
droxilos 3' y fosfatos 5'; y (3) que esta molecula concreta tiene un grupo fosfa- 
to en su extremo 5' y un hidroxilo 3' sin reaccionar en su extremo 3'. Tambien 
nos dice que es una secuencia de DNA y no RNA, porque tiene T y no U. 

Si se supone que todos los enlaces fosfodiester unen un hidroxilo 3 ' a un fos- 
fato 5' (como suele ocurrir), puede utilizarse una notacion mas compacta de la 
misma molecula: 



pApCpGpTpT 

Se sobrentiende la presencia del grupo 3' — OH sin reaccionar. Si hubiera un 
fosfato en el extremo 3' y un hidroxilo sin reaccionar en el extremo 5', escribi- 
riamos 



ApCpGpTpTp 

Por ultimo, si nos interesa solamente la secuencia de bases de la molecula, como 
sucede en muchas ocasiones, podemos utilizar una notacion aun mas compacta 

ACGTT 

Observese que, por convenio, la secuencia de una cadena polinucleotidica sue- 
le escribirse con el extremo 5' a la izquierda y el extremo 3' a la derecha. 

La importancia principal de la estructura primaria o secuencia, es que la in- 
formation genetica se almacena en la estructura primaria del DNA. Un gen no es 
mas que una secuencia concreta de DNA, que codifica la informacion median- 
te un lenguaje de cuatro letras, en el que cada “letra” es una de las bases. 

EL DNA COMO SUSTANCIA GENETICA: INDICIOS INICIALES 

La busqueda de la sustancia de la que estan formados los genes tiene una his- 
toria larga. A finales de la primera decada del siglo xix, poco despues de que el 
bioquimico aleman Lriedrich Miescher hubiera aislado por primera vez el DNA 
del esperma de salmon, algunos cientificos sospecharon que el DNA podia ser 
el material genetico. Pero los estudios posteriores que indicaron que el DNA 
contenia tan solo cuatro clases de monomeros parecieron descartar que pudie- 
ra desempenar este complicado papel. Los primeros investigadores pensaron que 
era mas probable que los genes estuvieran formados por proteinas, ya que estaba 
empezando a observarse que estas eran moleculas mucho mas complejas. 
Durante la mayor parte de la primera mitad del siglo xx, los acidos nucleicos se 
consideraron simplemente como una clase de sustancia estructural del nucleo 
celular. 

Entre 1944 y 1952, una serie de experimentos cruciales apuntaron clara- 
mente al DNA como material genetico. En 1944 Oswald Avery, Colin MacLeod 
y Maclyn McCarty descubrieron que el DNA de cepas patogenas de la bacteria 



La estructura primaria del DNA 
codifica la informacion genetica. 
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FIGURA 4.8 

Experimentos que demostraron 
que el DNA es la sustancia 
genetica. (a) Avery et at. 
demostraron que los neumococos no 
patogenos podian hacerse patogenos 
mediante la transferencia de DNA 
procedente de una cepa patogena. 

(b) Hershey y Chase demostraron que 
era la transferencia de DNA video de 
un virus a una bacteria lo que daba 
origen a nuevos virus. 



Pneumococcus podia transferirse a cepas no patogenas, haciendolas patogenas 
(Figura 4.8a). La transformacion era geneticamente estable y las generaciones 
sucesivas de bacterias conservaban las nuevas caracteristicas. Sin embargo, fue 
un elegante experimento realizado por Alfred Hershey y Martha Chase el que 
convencio finalmente a muchos cientificos. Hershey y Chase estudiaron la in- 
feccion de la bacteria Escherichia coli por un virus bacteriano, el bacteriofago T2. 
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(a) El DNA bacteriano altera el 
fenotipo (Avery et at.) 



Multiplicacion del DNA 
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Liberacion de nuevos 
virus hijos, algunos de 
los cuales contienen 
32 P en su DNA y 
ninguno de los cuales 
contiene 35 S en su 
cubierta 




(b) El DNA del fago da origen a 
fagos marcados con 32 P 
(Hershey y Chase) 
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Aprovechando el hecho de que las protemas del bacteriofago contienen azufre 
y poco fosforo y que el DNA del bacteriofago contiene fosforo pero no azufre, 
estos investigadores marcaron el bacteriofago T2 con los isotopos radiactivos 35 S 
y 32 P (Figura 4.8b). A continuation, comprobaron que cuando el bacteriofago 
se unia a E. coli, era principalmente el 32 P (y, por tanto, el DNA del bacteriofa- 
go) el que se transferia a la bacteria. Aunque la parte proteica residual del bac- 
teriofago se eliminaba de la bacteria, solo el DNA insertado era suficiente para 
dirigir la formation de nuevos bacteriofagos. 

Mediante estos experimentos y otros similares, en 1952 se habia aceptado ya 
en general que el DNA debia ser la sustancia genetica. Pero, jcomo podia trans- 
portar la enorme cantidad de informacion que una celula necesitaba, como 
podia transmitir esa informacion a la celula y, sobre todo, como podia repro- 
ducirse de manera exacta en la division celular? Las respuestas a estas pregun- 
tas vinieron solo tras uno de los descubrimientos mas notables de la historia de 
la ciencia. En 1953, James Watson y Francis Crick propusieron una estructura 
para el DNA que abrio todo un mundo nuevo de la biologia molecular. 

Estructuras secundaria y terciaria 
de los acidos nucleicos 

LA DOBLE HELICE 

Watson y Crick buscaron las respuestas a las preguntas planteadas anterior- 
mente en la estructura tridimensional del DNA. Durante un cierto tiempo, di- 
versos laboratories habian estado investigando las fibras obtenidas a partir de 
soluciones de DNA concentradas, utilizando la tecnica de la difraccion de rayos 
X (vease Herramientas de la Bioquimica 4A). Watson y Crick, que trabajaban en 
la Universidad de Cambridge (Inglaterra), tuvieron acceso a los patrones de di- 
fraccion del DNA fotografiados por Rosalind Franklin, una investigadora del la- 
boratorio de Maurice Wilkins en el King’s College de Londres. Las fotografias 
cruciales fueron algunos de los mejores patrones que se habian obtenido a par- 
tir de fibras humedas de DNA. En ellas se observaba claramente que el DNA de 
las fibras debia tener algun tipo de estructura tridimensional repetitiva regular. 
Nos referiremos a este plegado regular de los polimeros como estructura secun- 
daria . , para diferenciarla de la estructura primaria, que es simplemente la se- 
cuencia de residuos. 

Watson y Crick percibieron rapidamente que la difraccion de la fibra de 
DNA mostraba un patron cruzado caracteristico de una estructura secundaria 
helicoidal (Figura 4.9). Observaron que, como el espaciamiento de la linea de 
capa era de una decima parte de la repeticion del patron, debia haber 10 resi- 
duos por vuelta (vease Herramientas de la Bioquimica 4A). Los datos relativos 
a la densidad de la fibra sugirieron que debia haber dos cadenas de DNA en cada 
molecula helicoidal. Hasta entonces, tan solo se habian realizado deducciones 
cientificas a partir de los datos. El gran golpe intuitivo de Watson y Crick fue el 
de darse cuenta de que una helice de doble cadena podia estabilizarse median- 
te enlaces de hidrogeno entre las bases de las cadenas opuestas si las bases se apa- 
reaban de una manera concreta: los pares A-T y G-C que se muestran en la 
Figura 4.10. Con este apareamiento, se forman enlaces de hidrogeno fuertes en- 
tre las bases. Ademas, las distancias entre los carbonos 1 ' de las porciones de de- 
soxirribosa de A-T y G-C son las mismas: aproximadamente 1.1 nm en cada 
caso (Figura 4.10a). Esta disposition apareada implicaba que la doble helice po- 
dia tener un diametro regular, hecho que era imposible si las purinas se aparea- 
ban con purinas o las pirimidinas con pirimidinas. 



105 




FIGURA 4.9 

Pruebas sobre la estructura del 
DNA. Esta fotograffa, obtenida por Rosalind 
Franklin, muestra el patron de difraccion de 
rayos X producido por las fibras de DNA 
humedas. Esta imagen desempeno un papel 
clave en la elucidacion de la estructura del 
DNA. El patron en forma de cruz indica una 
estructura helicoidal, y las manchas intensas en 
la parte superior e inferior corresponden a una 
elevacion de la helice de 0.34 nm. El espaciado 
de las Ifneas de capa es una decima parte de la 
distancia existente desde el centra hasta 
cualquiera de estas manchas, lo cual indica que 
existen 10 pares de bases por repeticion. 

Reproducido con permiso de R. E. Franklin y R. Gosling, Nature 
(1953) 171:740. © 1953 Macmillan Magazines, Ltd. 



El modelo de Watson y Crick para el 
DNA era una doble helice antiparalela 
de dos cadenas, con 10 pares de 
bases por vuelta. El apareamiento era 
A-T y C-C. 
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FIGURA 4.10 

Elementos fundamentales de la 
estructura de la doble helice del DNA. 

(a) Apareamiento de bases. A-T y G-C son los 
pares de bases del modelo del DNA de Watson 
y Crick. Este apareamiento permite que los 
carbonos Cl ' de las dos cadenas esten 
exactamente a la misma distancia en ambos 
pares de bases, (b) Apilamiento de los pares de 
bases. Esta imagen del eje de la helice desde 
arriba muestra como estan apilados los pares 
de bases uno sobre otro, de tal modo que cada 
par presenta una rotacion de 36° respecto al 
siguiente. (c) Distancia entre los pares de 
bases. Una imagen lateral de los pares de bases 
muestra la distancia de 0.34 nm entre ellas. 

Esta distancia se denomina elevacion de la 
helice. 

© Irving Geis. 




/' Extremo 5' 





(c) 



La estructura complementaria de 
doble cadena del DNA explica la 
forma en que puede replicarse el 
material genetico. 



En el modelo de Watson y Crick, los armazones hidrofilos de fosfato-deso- 
xirribosa de la helice se situaban en el exterior, en contacto con el medio acuo- 
so, y los pares de bases se apilaban unos sobre otros con sus pianos perpendi- 
culares al eje de la helice. En la Figura 4.10b y c se presentan dos proyecciones 
de una estructura de este tipo. (La figura muestra un modelo reciente perfec- 
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cionado, que se basa en datos mejores que los que tuvieron a su alcance Watson 
y Crick: las bases no estan exactamente perpendiculares al eje de la helice, y la 
conformacion del azucar es ligeramente diferente de la propuesta por Watson y 
Crick.) El apilamiento de las bases, como se muestra en la Figura 4.10b, permite 
que se produzcan fuertes interacciones de van der Waals entre ellas, lo que a me- 
nudo se denomina “interaccion de apilamiento”. Cada par de bases presenta una 
rotacion de 36°, esto es, 1/10 de una rotacion de 360°, respecto a la siguiente, de 
manera que se acomodan 10 pares de bases en cada vuelta de la helice. El patron 
de difraccion mostraba que la distancia de repetition era de aproximadamen- 
te 3.4 nm, por lo que la elevation de la helice, es decir, la distancia entre los pa- 
res de bases, debia ser aproximadamente 0.34 nm (Figura 4.10c). Esta distancia 
es exactamente el doble del grosor de van der Waals de un anillo piano (vease la 
Tabla 2.2 de la pagina 37), por lo que las bases estan estrechamente apiladas den- 
tro de la helice, como se muestra en un modelo de relleno espacial (Figura 
4.11). El modelo indica tambien que, aunque las bases estan en el interior, pue- 
den abordarse a traves de dos surcos espirales profundos, denominados surcos 
principal y secundario. El surco principal proporciona un acceso mas directo a 
las bases, mientras que el surco secundario esta frente al armazon de azucar. La 
construction de modelos moleculares de estructuras de DNA de doble cadena 
pronto convencio a Watson y Crick de que las cadenas de DNA debian ir en di- 
recciones opuestas. Esta disposition puede observarse claramente en la Figura 
4.10c. El modelo que presentaron Watson y Crick era el de una helice a derechas, 
aunque en ese momento eran debiles los datos indicatives del sentido (direction 
de la vuelta) de la helice. Sus suposiciones fueron correctas. 

Como suele ocurrir con una buena teoria o modelo, la estructura de Watson 
y Crick explicaba tambien otros datos que hasta entonces no se comprendian. 
El bioquimico Erwin Chargaff, que habia determinado las cantidades relativas 
de A, T, G y C en los DNA de muchos organismos, habia observado el hecho 
sorprendente de que A y T estaban presentes casi siempre en cantidades aproxi- 
madamente iguales, y que lo mismo sucedia con G y C (Tabla 4.2). Si la mayor 
parte del DNA de las celulas era de doble cadena, con el apareamiento de bases 
de Watson y Crick, la regia de Chargaff era una consecuencia natural de ello. 

El modelo de Watson y Crick no solo explicaba la estructura del DNA y la re- 
gia de Chargaff, sino que tenia tambien implicaciones que llegaban al corazon 
mismo de la biologia. Dado que A se aparea siempre con T, y G se aparea siem- 
pre con C, las dos cadenas son complementarias. Si las cadenas pudieran sepa- 
rate y se pudiera sintetizar un nuevo DNA a lo largo de cada una de ellas, si- 
guiendo el mismo principio de apareamiento de bases, podrian obtenerse dos 
moleculas de DNA de doble cadena, cada una de las cuales seria una copia 
exacta del original (Figura 4.12). Esta autorreplicacion es precisamente la pro- 
piedad que el material genetico debe poseer: cuando una celula se divide, deben 
producirse dos copias completas de la information genetica que lleva la celula 
original. En su articulo de 1953 en que anunciaban el modelo (vease la Biblio- 
grafia), Watson y Crick expresaban esta idea en lo que puede haber sido la pre- 
diction cientifica mas comedida que nunca se haya hecho: “No ha escapado a 
nuestra apreciacion que el apareamiento especifico que proponemos sugiere in- 
mediatamente un posible mecanismo para copiar el material genetico”. 

NATURALEZA SEMICONSERVATIVA DE LA REPLICACION DEL DNA 

El mecanismo para copiar el DNA que hemos mencionado comporta el desen- 
rollamiento de las dos cadenas del DNA progenitor, de tal manera que cada ca- 
dena sirva de molde para la sintesis de una cadena nueva, complementaria y en- 
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FIGURA4.11 

Modelo de relleno espacial del DNA. Se 

muestra la molecula de DNA, segun el modelo 
de Watson y Crick, con cada atomo indicado 
mediante su radio de van der Waals. En este 
modelo se aprecia mas claramente que en la 
Figura 4.1 0 lo densamente empaquetadas que 
estan las bases dentro de la helice. Se indican 
asimismo los surcos principal y secundario. 

De J. D. Watson, N. H. Hopkins, J. W. Roberts, J. A. Steitzy A. 

M. Weiner, Molecular Biology of the Gene, 4- ed. (Redwood City, 
CA: Benjamin/Cummings Publishing Co., 1987). © 1987 James 
D. Watson. 
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tabla 4.2 Composicion de bases de los DNA de varios organismos 



Origen 






% Molar de bases 




Proporciones 


Adenina 

(A) 


Guanina 

(G) 


Citosina" 

(C) 


Timina 

(T) 


(G + C) 


A/T 


G/C 


Bacteriofago 0X174 


24.0 


23.3 


21.5 


31.2 


44.8 


0.77 h 


1.08' 


Bacteriofago T7 


26.0 


23.8 


23.6 


26.6 


47.4 


0.98 


1.01 


Escherichia coli B 


23.8 


26.8 


26.3 


23.1 


53.2 


1.03 


1.02 


Neurospora 


23.0 


27.1 


26.6 


23.3 


53.8 


0.99 


1.02 


Maiz 


26.8 


22.8 


23.2 


27.2 


46.1 


0.99 


0.98 


Tetrahymena 


35.4 


14.5 


14.7 


35.4 


29.2 


1.00 


0.99 


Pulpo 


33.2 


17.6 


17.6 


31.6 


35.2 


1.05 


1.00 


Drosophila 


30.7 


19.6 


20.2 


29.5 


39.8 


1.03 


0.97 


Estrella de mar 


29.8 


20.7 


20.7 


28.8 


41.3 


1.03 


1.00 


Salmon 


28.0 


22.0 


21.8 


27.8 


44.1 


1.01 


1.01 


Rana 


26.3 


23.5 


23.8 


26.8 


47.4 


1.00 


0.99 


Polio 


28.0 


22.0 


21.6 


28.4 


43.7 


0.99 


1.02 


Rata 


28.6 


21.4 


21.6 


28.4 


42.9 


1.01 


1.00 


Ternera 


27.3 


22.5 


22.5 


27.7 


45.0 


0.99 


1.00 


Ser humano 


29.3 


20.7 


20.0 


30.0 


40.7 


0.98 


1.04 



Datos tornados de H. E. Sober (ed.), Handbook of Biochemistry, 2 a ed. (Chemical Rubber Publishing Co., 1970). Los valores para los or- 
ganismos superiores varian ligeramente de un tejido a otro, probablemente como consecuencia del error experimental. 

“ Las cantidades indicadas incluyen, para algunos organismos, un pequeno porcentaje de una base modificada, la 5-metilcitosina. 
b Este bacteriofago tiene un DNA de una sola cadena, que no tiene que seguir la regia de Chargaff. 



F1GURA 4.1 2 

Modelo de la replicacion del DNA. Cada 
cadena actua como molde para una nueva 
cadena complementaria. Cuando el proceso de 
copiado se ha completado habra dos moleculas 
de DNA hijas de doble cadena, cada una de las 
cuales es de secuencia identica a la molecula 
original. El proceso real es bastante 
complicado, pero aquf se presenta el principio 
basico. 




Meselson y Stahl demostraron que el 
DNA se replica de forma 
semiconservativa. 



rollada sobre la cadena progenitora. La replicacion completa de una molecula de 
DNA producira dos dobles cadenas “hijas”, cada una consistente en una mitad 
de DNA del progenitor (una cadena de la estructura de doble cadena original) 
y otra mitad de material nuevo. Esta forma de replicacion se denomina semi- 
conservativa, ya que se conserva la mitad del material original en cada una de 
las dos copias (Figura 4.13). Se diferencia de otros dos modos posibles, el con- 
servative, en el que una de las dos estructuras de doble cadena hijas es la doble 
cadena conservada del progenitor, mientras que la otra se sintetiza de novo, y el 
dispersivo, en el que el material del progenitor se dispersa por las estructuras de 
las dobles cadenas hijas. 
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La primera prueba experimental de este modelo se obtuvo en 1958, cuando 
Matthew Meselson y Franklin Stahl verificaron que las moleculas cuya densidad 
difiere en cantidades muy pequenas podian separarse unas de otras mediante 
centrifugacion en gradientes de densidad. En este metodo, se crea un gradien- 
te de densidad mediante la centrifugacion de una solution concentrada de una 
sal de un metal pesado, como el cloruro de cesio (CsCl). Si se suspenden mo- 
leculas de acidos nucleicos de distintas densidades en un gradiente de este tipo, 
cada una migrara hasta el punto en el que la densidad de la solution sea igual 
a la suya. Esta tecnica permitio a Meselson y Stahl rastrear el camino de un DNA 
marcado por densidad a traves de varias tandas de replication, con los resulta- 
dos que se presentan en la Figura 4.14. Se aplico el marcaje de densidad me- 
diante el cultivo de la bacteria E. coli en un medio que contenia el isotopo pe- 
sado del nitrogeno, 15 N , durante muchas generaciones, de manera que el DNA 
alcanzaba una densidad mas alta mediante una sustitucion amplia del 14 N por 
15 N en sus bases puricas y pirimidinicas. A1 aislarlo y centrifugarlo hasta el 
equilibro a pH 7.0, este DNA formaba una banda unica en una region del gra- 
diente que correspondia a una densidad de 1.724 g/mL (Figura 4.14a, primer 
grafico). En cambio, cuando se analizaba de forma similar el DNA de las bac- 
terias que proliferaban en un medio ligero (que contenia 14 N), la banda pro- 
ducida tenia una densidad de 1.710 g/mL (Figura 4.14a, segundo grafico). 

Cuando se transferian las bacterias con marcaje de densidad que prolifera- 
ban en el medio pesado al medio ligero, el DNA aislado despues de una gene- 
ration de crecimiento producia una banda exclusiva en una densidad inter- 
media de 1.717 g/mL (Figura 4.14a, tercer grafico). Este resultado es el esperado 
si el nuevo DNA replicado es una especie molecular hibrida, formada de una mi- 
tad de material del progenitor y una mitad de nuevo DNA (sintetizado en el me- 
dio ligero). Si estas bacterias se cultivaban durante una generation mas en el me- 
dio ligero, se observaban dos bandas del mismo tamano, una ligera y una de 
densidad hibrida (Figura 4.14a, cuarto grafico), como era de prever si el DNA 
de densidad hibrida sufria un segundo ciclo de replication semiconservativa. 

Estos resultados concordaban con la idea de que cada cromosoma replicado 
contiene una cadena procedente del progenitor y una cadena hija, pero los da- 
tos no excluian otras formas alternativas de replication semiconservativa que 
implicaran la ruptura de las cadenas de DNA. Estos modelos se descartaron me- 
diante analisis de centrifugacion de los DNA marcados por densidad a pH 12, 
en el que las cadenas de DNA se separan (Figura 4.14b). Cuando se centrifuga- 
ba hasta el equilibro despues de la proliferation bacteriana en el medio pesado 
seguido de una generation en el medio ligero, el DNA formaba dos bandas: una 
ligera (igual a la observada en el analisis de las bacterias que proliferaban en 
14 N) y una pesada (Figura 4.14b, tercer grafico). El DNA analizado despues de 
un segundo ciclo de replication en el medio ligero presentaba tres cuartas par- 
tes de material ligero y una cuarta parte de material pesado (Figura 4. 14b, cuar- 
to grafico). La conclusion inevitable era que el hibrido obtenido por replication 
contenia una cadena completa de DNA del progenitor y una cadena completa 
de DNA de nueva sintesis. 



DNA 

original 




+■ 



FIGURA 4.1 3 

Tres modelos de replicacion del 
DNA. Las pruebas experimentales respaldan 
el modelo semiconservativo. Marron = DNA 
progenitor, azul = nuevo DNA. 



ESTRUCTURAS ALTERNATIVAS DE LOS ACIDOS 

nucleicos: helices b y a 

En el momento en el que Watson y Crick propusieron su modelo, se habian ob- 
tenido ya para el DNA dos patrones de difraccion de rayos X bastante distintos, 
lo que indicaba que la molecula existe en mas de una forma. La forma B, que se 
observa en las fibras de DNA preparadas en condiciones de humedad elevada, 



Las dos formas principales de 
estructura secundaria de los 
polinucleotidos se denominan A y B. 
La mayor parte del DNA se encuentra 
en la forma B; las helices RNA-RNA y 
DNA-RNA estan en la forma A. 
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Celulas cultivadas en: pH 7,0 pH 12,0 





Densidad, g/cc 



Densidad, g/cc 






Densidad, g/cc Densidad, g/cc 



15 N, y luego una 
generacion en 





Densidad, g/cc Densidad, g/cc 




15 N, y luego dos 
generaciones en 





? 

? 




Densidad, g/cc 
(a) DNA intacto (pH = 7) 



Densidad, g/cc 

(b) DNA con cadenas separadas (pH = 12) (c) Especies de DNA presentes 



FIGURA 4.14 

El experimento de Meselson-Stahl 
demuestra que el DNA se replica de 
forma semiconservativa. Los patrones de 
bandas que se presentan se obtuvieron en 
gradientes de densidad en dos condiciones de 
pH diferentes. A pH 7, el DNA es de doble 
cadena; a pH 12, las cadenas estan separadas. 



se muestra en las Figuras 4.10,4.11,4.15ay4.15b. Watson y Crick optaron por 
estudiar la forma B, ya que correctamente preveian que seria la forma hallada en 
el medio acuoso de la celula. Las fibres de DNA preparadas en condiciones de 
humedad baja tienen una estructura diferente, la denominada forma A (Figura 
4.15c y d). Aunque la helice B es de hecho la forma de DNA que se halla en las 
celulas, la helice A tiene tambien importancia biologica. Las moleculas de RNA 
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(a) B-DNA, imagen longitudinal 






(c) A-DNA, imagen longitudinal 




Surco 



Surco 

principal 

l/ 



(b) B-DNA, imagen lateral 



(d) A-DNA, imagen lateral 



de doble cadena forman siempre la estructura A, y lo mismo ocurre con las mo- 
leculas hibridas DNA-RNA, que se forman mediante el apareamiento de una ca- 
dena de DNA con una de RNA. As! pues, existen dos tipos principales de es- 
tructuras secundarias en los polinucleotidos. Como veremos mas adelante en 
este capitulo, son posibles otras clases de estructuras secundarias en circuns- 
tancias especiales, como la forma Z a izquierdas que se menciona en la Tabla 4.3. 

Como se presenta en la Figura 4.15 y en la Tabla 4.3, las formas A y B son 
muy distintas, aunque ambas son helices a derechas. En la helice B, las bases es- 
tan proximas al eje de la helice, que pasa entre los enlaces de hidrogeno (ob- 
servense las proyecciones desde el extremo de las helices en la Figura 4.15a y c). 
En la helice A, las bases estan situadas mas externamente y estan muy inclina- 



FIGURA 4.15 

Comparacion de las dos formas 
principales de DNA. Estructuras del B-DNA 
y del A-DNA deducidas a partir de estudios 
recientes de difraccion de fibras, en 
proyecciones longitudinales y laterales. 
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B-DNA 

FIGURA 4.16 

Estructura del B-DNA segun los estudios 
de cristales moleculares. Observense las 
distorsiones locales de la estructura idealizada 
que se muestra en las Figuras 4.1 1 y 4.15a y b. 

Adaptado de R. E. Dickenson, Sci. Am. Diciembre 1983, pp. 
100-104. © 1983 Scientific American, Inc. Reservados todos los 
derechos. 



tab la 4.3 Parametros de las helices polinudeotidicas 





Forma A 


Forma B 


Forma Z 


Direccion de rotacion de la helice 


Derecha 


Derecha 


Izquierda 


Numero de residuos por vuelta ( n ) 


11 


10 


12 (6 dimeros) 


Rotacion por residuo (= 360 °ln) 


33° 


OJ 

OS 

o 


— 60° por dimero; 

— 30° por residuo 


Elevacion 11 en la helice por residuo (ft) 


0.255 nm 


0.34 nm 


0.37 nm 


Paso fl de la helice (= nh) 


2.8 nm 


3.4 nm 


4.5 nm 



a Para las definiciones de elevacion y paso de una helice, vease Herramientas de la Bioquimica 4A. 



das con respecto al eje de la helice. Las superficies de las helices son tambien di- 
ferentes. En la helice B, los surcos principal y secundario se diferencian clara- 
mente, mientras que en la helice A los dos surcos tienen una anchura casi igual. 

Todos los estudios de difraccion de las fibras, incluyendo los que aportaron 
la information que se ha descrito, tienen una importante limitation. Al anali- 
zar los patrones de las fibras, los investigadores no determinan directamente los 
detalles de la estructura secundaria del acido nucleico. En su lugar proponen los 
modelos que mejor expliquen las posiciones y las intensidades de las manchas 
del patron de difraccion (vease Herramientas de la Bioquimica 4A). Este enfo- 
que es necesario porque las fibras no son nunca cristales perfectos y siempre 
existe una cierta ambigiiedad en la interpretation de sus patrones de difraccion. 
Por tanto, se produjo un importante avance cuando R. E. Dickerson y sus cola- 
boradores lograron cristalizar un pequeno fragmento de DNA de doble cadena, 
que tenia la secuencia 



S 'CGCGAATTCGCG 3 ’ 

3 'GCGCTTAAGCGC 5 ' 

La cristalografia molecular de este fragmento y de otros pequenos fragmentos 
de DNA nos ha proporcionado una information muy detallada de la estructu- 
ra secundaria de los polinucleotidos. En la Figura 4.16 se presentan los resulta- 
dos de un estudio de este tipo para el B-DNA. En ella podemos observar las mo- 
leculas de DNA con la position de cada atomo especificada de forma clara. 

Un primer punto importante que surge de los estudios de los cristales mo- 
leculares es que los modelos elaborados a partir de los patrones de fibras cons- 
tituyen simplificaciones excesivas de las estructuras. La estructura real del B- 
DNA implica variaciones locales del angulo de rotation entre los pares de bases, 
la conformation del azucar, la inclination de las bases e incluso la distancia de 
elevacion. Si se examina cuidadosamente la Figura 4.16, pueden observarse 
muchas distorsiones respecto a las estructuras idealizadas. La estructura se- 
cundaria del acido nucleico no es homogenea. Varia en respuesta a la secuencia 
local y puede modificarse mediante la interaction con otras moleculas. Los pa- 
rametros de las diversas formas del DNA de la Tabla 4.3 deben considerarse, 
pues, como valores promedio, respecto a los cuales es posible una considerable 
desviacion local. 

Si se observan con detalle las estructuras como la de la Figura 4.16, se apre- 
cia otra diferencia con el modelo original de Watson-Crick. Muchas moleculas 
de DNA estan ligeramente dobladas; esto es, el eje de la helice no sigue una linea 
recta. El grado y las direcciones del doblado dependen, de una forma compli- 
cada, de la secuencia de DNA. Tambien pueden estar muy influenciadas por la 
interaction del DNA con varias moleculas proteicas. Veremos ejemplos de esto 
en otros capitulos. 
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Los estudios de cristalografia molecular proporcionan tambien una posible 
explication de por que la forma B-DNA esta favorecida en un medio acuoso. La 
forma B del DNA, pero no la forma A-DNA, puede acomodar una columna de 
moleculas de agua situadas en el surco secundario. Los enlaces de hidrogeno en- 
tire estas moleculas de agua y el DNA pueden conferir estabilidad a la forma B. 
Segun esta hipotesis, cuando se elimina este agua (como ocurre en las fibras con 
humedad baja), la forma B se hace menos estable que la forma A. 

;Por que, pues, adoptan siempre el RNA de doble cadena y las moleculas hi- 
bridas DNA- RNA la forma A? La respuesta radica probablemente en el grupo 
hidroxilo adicional de la ribosa del RNA. Este hidroxilo interfere estericamen- 
te en la forma B al situarse demasiado cerca del fosfato y del carbono 8 de la base 
adyacente. En consecuencia, el RNA no puede adoptar la forma B, ni siquiera en 
unas condiciones en las que la hidratacion podria favorecerla. En el DNA, el hi- 
droxilo esta sustituido por hidrogeno, y no se produce un impedimento esteri- 
co de este tipo. 



MOLECULAS DE DNA Y RNA IN VIVO 



Hemos descrito algunas de las caracteristicas principales del DNA y el RNA. 
Pero, ^en que formas se encuentran estas moleculas en la celula viva? La mayor 
parte del DNA en la mayoria de los organismos vivos es de doble cadena, con las 
dos cadenas complementarias, si bien algunos virus DNA llevan moleculas de 
DNA de una sola cadena (Tabla 4.4). La prevalencia de las formas B y A de los 
polinucleotidos in vivo es la que cabria esperar en funcion de las condiciones en 
las que son estables estas conformaciones. Dado que las celulas contienen gran 
cantidad de agua, cabe prever que la mayor parte del DNA de doble cadena se 
encuentre en la forma B o alguna muy parecida a ella. Existen pruebas de que el 



La mayor parte de las moleculas de 
DNA in vivo son de doble cadena; 
muchas son circulos cerrados. La 
mayoria de las moleculas de DNA 
circulares de doble cadena estan 
superenrolladas. 



tabla 4.4 Propiedades de algunas moleculas de DNA existentes en la naturaleza 



Numero de 



Origen 


Cadena unica (SS) o 
doble cadena (DS) 


Circular 
o lineal 


pares de bases (pb) 
o bases (b) 


Masa molecular (Da) 


Longitud b 


% 

(G + C) 


Virus 40 del mono 
(genoma) 11 


DS 


Circular 


5243 pb 


3.293 X 10 6 


1.78 pm 


40.80 


Bacteriofago 0X174 
(genoma) 


SS 


Circular 


5386 b 


1.664 X 10 6 


d 


44.76 


Bacteriofago M13 
(genoma) 


SS 


Circular 


6407 b 


1.977 X 10 s 


d 


40.75 


Virus del mosaico de 
la coliflor (genoma) 


DS 


Circular 


8031 pb 


4.962 X 10 s 


2.73 pm 


40.19 


Adenovirus AD-2 
(genoma) 


DS 


Lineal 


35 937 pb 


2.221 X 10 7 


12.2 /im 


55.20 


Virus de Epstein-Barr 
(genoma) 


DS 


Circular 


172 282 pb 


1.065 X 10 8 


58.6 pm 


59.94 


Bacteriofago T4 
(genoma) 


DS 


Lineal 


168 899 pb 


1.062 X 10 8 


57.4 pm 


35.30 


Bacteria E. colt 
(genoma) 


DS 


Circular 


4 639 221 pb 


2.869 X 10 9 


1.57 mm 


50.80 


Mosca de la fruta DS Lineal ~6.5 X 10 7 pb 

( Drosophila melanogaster ) 

(un cromosoma) c 

El termino genoma indica el DNA total que especifica la informacion genetica de un organismo. 


~4.3 X 10 10 


~2 cm 


~40 



b Calculada para el DNA de doble cadena de secuencia conocida: 0.34 nm X el numero de pares de bases (suponiendo la forma B). 

c Estas moleculas no se han secuenciado por completo, por lo que el numero de pares de bases, la masa molecular y el % (G+C), no pueden indicarse con exactitud. 
d Las longitudes de los DNA de cadena unica no estan bien definidas; dependen mucho de las condiciones del disolvente 
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B-DNA disuelto en solucion tiene una conformacion solo un poco diferente de 
la forma B que se observa en las preparaciones de las fibras, con aproximada- 
mente 10.5 pares de bases por vuelta en vez de los 10.0 esperados. El RNA de do- 
ble cadena, como se ha indicado antes, se encuentra siempre en la forma A. 

Las moleculas de DNA que se encuentran en los diferentes organismos va- 
rlan con un margen enorme de tamanos. Algunas bacterias llevan moleculas de 
DNA plasmidos circulares (vease la Figura 4.18) que pueden ser tan solo de 
unos miles de pares de bases. En el otro extremo, algunos DNA, como el de los 
cromosomas eucariotas son moleculas inmensas. El DNA de un cromosoma de 
Drosophila (mosca de la fruta) tiene un peso molecular de aproximadamente 
4 X 10 10 g/mol y tendrla una longitud de 2 cm si se extendiera completamente. 

DNA circular y superenrollamiento 

Otro dato importante respecto a las moleculas de DNA naturales es el que se 
ilustra en la Figura 4.17a y b: muchas de estas moleculas son circulares, lo cual 
significa que no tienen extremos 5' o 3' lib res. Los circulos pueden ser peque- 
nos, como ocurre en el DNA del bacteriofago 0X174 (Figura 4.17a), o inmen- 
sos, como en el caso del DNA de E. coli (Figura 4.17b), y pueden estar formados 
por una sola cadena o por dos cadenas entrelazadas en una doble helice en su 
forma B. Sin embargo, no todas las moleculas de DNA son circulares. En la 




(a) DNA vfrico de una sola cadena 
(circular) 




(c) DNA de bacteriofago de doble cadena 
(lineal) 



(b) DNA barcteriano de doble cadena (circular) 

FIGURA 4.1 7 

Moleculas circulares y lineales de acido nucleico tal como se 
observan con el microscopio electronico. (a) DNA circular de cadena 
unica del pequeno bacteriofago 0X1 74. (b) DNA circular grande de doble 
cadena de E. coli. Esta molecula se encuentra en forma de varios bucles 
superenrollados unidos a una matriz proteica. (c) Molecula unica de DNA 
lineal de doble cadena del bacteriofago T2. El bacteriofago se ha lisado y su 
DNA se ha dispersado. Uno de sus dos extremos esta fuera de la imagen en 
la parte inferior derecha. El otro esta presumiblemente enterrado en la 
cabeza del fago. 




(a) Cortesfa de los Drs. D. Dressier y K. Koths; (b) cortesfa de R. Kavenoff, Designergenes Ltd./BPS; (c) 
© Biology Media/Photo Researchers. 
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Figura 4.17c se muestra el DNA lineal de un virus, el bacteriofago T2. Los cro- 
mosomas humanos tambien contienen moleculas de DNA lineal gigantes. 

Hay un aspecto especial en las moleculas de DNA circular en el que tal vez 
no haya pensado: muchas de ellas estan superenrolladas, cuyo significado pue- 
de comprenderse considerando el grupo de moleculas que se muestran en la 
Figura 4.18. La figura presenta tanto formas relajadas como superenrolladas de 
moleculas de DNA de plasmidos. Un circulo relajado puede estar aplastado so- 
bre una superficie plana, mientras que una molecula superenrollada no puede 
estarlo. Ademas de la torsion de las cadenas de DNA, una alrededor de la otra, 
una molecula superenrollada tiene otras torsiones adicionales en el propio eje 
de la helice (el eje de la helice se cruza sobre si mismo una o varias veces). La es- 
tructura tridimensional, como el superenrollamiento, que comporta un plega- 
do de orden superior de los elementos de una estructura secundaria regular, se 
denomina estructura terciaria de un polimero. 

El superenrollamiento no es en modo alguno un fenomeno raro. Se trata 
mas bien del estado habitual de las moleculas cerradas de DNA circular. La 



El plegado de orden superior de la 
estructura secundaria de un 
biopolfmero se denomina su 
estructura terciaria. 
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Moleculas de DNA relajadas y superenrolladas. FotografTa de 
microscopia electronica donde se observan tres moleculas de DNA 
mitocondrial. Todas ellas son de secuencia identica y contienen alrededor 
de 16 500 pb cada una. Sin embargo, la molecula del centra esta relajada, 
mientras que las de la parte superior e inferior estan fuertemente 
superenrolladas. 



Cortesfa del Dr. D. A. Clayton. 
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La mayoria de las moleculas de DNA 
que se encuentran in vivo son 
superhelices a izquierdas. 



mayor parte de las moleculas de DNA circular que se encuentran en la natura- 
leza tienen torsiones superhelicoidales a izquierdas, aunque es posible formar 
moleculas de DNA con superhelices a derechas. Por convenio, denominamos su- 
perenrollamiento positivo al que va a derechas y negativo al que va a izquierdas. 

Las moleculas de DNA que se muestran en la Figura 4.18 difieren tan solo en 
su topologia, por lo que se les denomina topoisomeros. Los topoisomeros pue- 
den interconvertirse unicamente mediante el corte y la nueva union del DNA. 
Las celulas poseen enzimas que pueden realizar este proceso. Estas enzimas, 
que se denominan topoisomerasas, regulan la superhelicoidalidad de las mo- 
leculas de DNA naturales. 

Cuando se introducen vueltas superhelicoidales (hacia la izquierda o hacia 
la derecha) en una molecula de DNA que anteriormente estaba relajada, esta 
molecula pasa a estar en tension. En consecuencia, debe gastarse energia para 
formar una molecula de DNA superenrollada. Las celulas procariotas como E. 
coli tienen una topoisomerasa especial denominada DNA girasa. Esta enzima in- 
troduce giros superhelicoidales a izquierdas mediante una reaccion impulsada 
por la hidrolisis del ATP. Algunas topoisomerasas, que solo pueden relajar el 
DNA superenrollado, no requieren ATP. Abordaremos con mayor detalle las 
topoisomerasas en capitulos posteriores. La energia almacenada en los DNA 
circulares al torsionarlos en superenrollamientos puede tener efectos impor- 
tantes sobre la conformation del DNA; describiremos estos efectos mas adelante 
en este mismo capitulo, despues de presentar una teoria cuantitativa del supe- 
renrollamiento. 



Estructura de los polinucleotidos de una sola cadena 

Las moleculas de polinucleotidos de una sola cadena pueden adoptar diversas 
estructuras que dependen de sus secuencias y de las condiciones de la disolu- 
cion. A temperatura elevada o en presencia de sustancias desnaturalizantes, la 
mayoria se encontraran en forma de ovillo aleatorio como se muestra en la 
Figura 4.19a. Esta estructura se caracteriza por flexibilidad y libertad de rotacion 
alrededor de los enlaces del armazon, lo cual lleva a una forma flexible que 
cambia constantemente. Sin embargo, en condiciones mas cercanas a las que se 
encuentran in vivo, las interacciones de apilamiento tenderan a formar regiones 
de helices de una cadena de bases apiladas (Figura 4.19b). Ademas, la mayoria 
de las secuencias de los acidos nucleicos naturales contienen regiones de auto- 
complementariedad entre las que son posibles apareamientos de bases. Aqui la 
molecula puede enlazarse sobre si misma para formar una estructura de doble 
cadena, como se indica en la Figura 4.19c. En la Figura 4.20 se presenta un 



FIGURA 4.19 

Conformaciones de los acidos nucleicos 
de cadena unica. (a) Estructura de ovillo 
aleatorio de las cadenas simples 
desnaturalizadas. Existe flexibilidad de rotacion 
de los residuos y una estructura inespecffica. 

(b) Estructura de bases apiladas adoptada por 
las cadenas sencillas no autocomplementarias 
en condiciones "nativas". Las bases se apilan 
para llevar la cadena a una helice, pero no hay 
enlaces de H. (c) Estructuras de horquilla 
formadas por secuencias autocomplementarias; 
la cadena se dobla sobre si misma para formar 
una estructura de lazo en vastago. 





Estructura de bases 
apiladas (helice de 
una sola cadena) 




(c) Formacion de la horquilla en 
la region autocomplementaria 
(doble helice) 
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FIGURA 4.20 

Estructura terciaria de una RNA de 
transferencia segun lo determinado 
mediante difraccion de rayos X. Esta 
molecula es el tRNA que transfiere el 
aminoacido fenilalanina a las proteinas 
sintetizadas en las celulas de levadura. La ruta 
del armazon de fosfato-ribosa esta trazada por 
la cinta morada. Observese que existen 
algunas regiones de union de tres bases. 



ejemplo mas complejo, que corresponde a la estructura del RNA de transfe- 
rencia (tRNA), una clase de RNA que interviene en la sintesis de las proteinas 
(vease el apartado siguiente). En este caso observamos no solo una estructura se- 
cundaria de tipo A debida al plegado de la cadena sobre si misma, sino tambien 
un plegado mas complejo de esas helices juntas. Asi pues, la molecula de tRNA 
posee una estructura terciaria definida, un plegado de orden superior que le pro- 
porciona una forma definida y una disposition interna que es necesaria para su 
funcion. 



La mayor parte de las moleculas de 
RNA son de una sola cadena, pero 
muchas de ellas tienen regiones 
autocomplementarias que forman 
estructuras en horquilla y algunas 
poseen estructuras terciarias bien 
definidas. 



Funciones biologicas de los acidos nucleicos: 
una vision preliminar de la biologia molecular 

Hemos resaltado que el cometido fundamental de los acidos nucleicos es el al- 
macenamiento y la transmision de la information genetica, y continuaremos 
avanzando en esta idea a lo largo del libro. En la Parte V se describe con deta- 
lle la manera en que los acidos nucleicos pasan de la celula progenitora a la 
celula hija (o de un organismo a sus descendientes), y la forma en que dirigen 
los procesos bioquimicos y la formation de otras moleculas complejas, como 
las proteinas. En este capitulo y en el siguiente, presentaremos una vision ge- 
neral preliminar de estas funciones de los acidos nucleicos. A partir de ello, se 
comprenderan algo mejor las relaciones entre las estructuras de los acidos nu- 
cleicos y las proteinas, la evolution a nivel molecular, y nuestra capacidad para 
modificar los microbios, las plantas y los animales mediante la ingenieria ge- 
netica. 
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ALMACENAMIENTO DE LA INFORMACION GENETICA: EL GENOMA 

Cada organismo lleva en cada una de sus celulas al menos una copia de toda la 
informacion genetica que necesita ese organismo, a lo que se denomina genoma. 
Normalmente, la informacion genetica esta codificada en un DNA de doble 
cadena, aunque algunos virus utilizan DNA de una cadena e incluso RNA (vea- 
se la Tabla 4.4). Los genomas varian enormemente de tamano; los virus mas pe- 
quenos necesitan solo unos pocos cientos de bases (b) o pares de bases (pb), 
mientras que el genoma humano consta de alrededor de 2 X 10 9 pb de DNA, 
distribuido en 23 cromosomas. 

Los ultimos anos han visto avanzar notablemente nuestra capacidad para de- 
terminar las secuencias de DNA o RNA. En 1977 Maxam y Gilbert (vease la 
Bibliografla) disenaron un metodo de secuenciacion quimica en el que se pro- 
duce la ruptura selectiva en los residuos A, T, G y C, tras lo que se separan los 
fragmentos por electroforesis en gel. Esta tecnica notable permitio a los inves- 
tigadores comenzar a explorar la informacion genomica. El metodo de Maxam- 
Gilbert ha sido sustituido en gran parte por una tecnica que utiliza enzimas para 
generar fragmentos de oligonucleotidos que comienzan y acaban en bases es- 
pecificas. Este metodo, puesto a punto por Fred Sanger, se describira con detalle 
en el Capitulo 25. Actualmente, esta tecnica automatica tremendamente rapida 
permite secuenciar grandes genomas. Como muestra la Tabla 4.4, se conoce la 
secuencia completa del genoma de E. coli (4 693 221 pb). Alin mas notable es la 
secuenciacion reciente del genoma de la levadura que contiene 12 147 777 pb 
distribuidos entre 16 cromosomas y la mitocondria. En proceso de secuencia- 
cion se encuentran los genomas de otros muchos organismos entre los que 
esta el ser humano. 

En cada organismo, una fraccion sustancial del DNA genomico es capaz de 
transcribirse o “leerse” para permitir la expresion de su informacion y dirigir la 
sintesis de moleculas de RNA y de proteinas. Los segmentos que pueden trans- 
cribirse se denominan genes. El DNA de cada celula de cada organismo contiene 
al menos una copia (y algunas veces varias) del gen que lleva la informacion 
para fabricar cada proteina que requiere el organismo. Ademas, existen genes (a 
menudo reiterados muchas veces) para las numerosas moleculas funcionales de 
RNA especificas, como los RNA de transferencia (tRNA) de la Figura 4.20. 
Igual que las proteinas, estos RNA desempenan funciones especificas forman- 
do parte de la maquinaria celular. (Vease la Tabla 4.5.) 



replicacion: dna a dna 



La replicacion es la copia de las dos 
cadenas de un DNA de doble cadena 
para dar dos DNA de doble cadena 
identicos. 



La replicacion del DNA es el proceso esencial para la vida continuada de cada 
organismo y para la continuacion de la vida sobre la tierra. La replicacion pasa 
la informacion genetica de celula a celula y de generacion a generacion. En la 
Figura 4.12 se esquematiza el fundamento del proceso: se construye una copia 
complementaria de cada una de las dos cadenas del DNA, lo que normalmen- 
te da lugar a dos copias identicas de la original. El proceso es muy exacto, co- 
metiendose menos de 1 error por cada 10 8 bases, aunque en ocasiones se pro- 
ducen equivocaciones, que contribuyen a las mutaciones que han permitido la 
evolucion de la vida hacia formas cada vez mas complejas. 

La replicacion del DNA se produce mediante un complejo de enzimas. Estas 
se describiran con detalle en capitulos posteriores. Cada complejo enzimatico, 
concentrado sobre una proteina denominada DNA polimerasa, posee multi- 
ples funciones. Abre el DNA de doble cadena y guia el apareamiento de cada de- 
soxirribonucleosido trifosfato que se incorpora con su pareja complementaria 
sobre la cadena que va a copiarse. A continuacion, cataliza la formacion del en- 
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tabla 4.5 Propiedades de algunas moleculas de RNA existentes en la 
naturaleza 



Origen (organismo) 


Designacion 


Funcion 


Tamano (b o pb) 


tRNA (RNA de transferencia) 


E. coli 


tRNA Leu 


Transfiere leucina en la 
sintesis de proteinas 


87 b 


Levadura 


tRNA phe 


Transfiere fenilalanina en 
la sintesis de proteinas 


76 b 


Rata 


tRNA Ser 


Transfiere serina en la 
sintesis de proteinas 


85 b 


rRNA (RNA ribosomico) 


E. coli 


5SRNA 


Parte de la estructura 
del ribosoma 


120 b 




16S RNA 


Parte de la estructura 
del ribosoma 


1542 b 




23S RNA 


Parte de la estructura 
del ribosoma 


2904 b 


mRNA (RNA mensajero) 


Polio 


in RNA LY s 


RNA mensajero para la 
proteina lisozima 


584 b 


Rata 


mRNA SA 


RNA mensajero para la 
proteina albumina 
serica 


-2030 b 


vRNA (RNA virico) 


Virus de la polio 


RNA de la polio 


Genoma del virus 


7440 b 


Virus de polihedrosis 
citoplasmatica de 
la mariposa Orgyia 


RNA del VPC 


Genoma del virus 


Diez moleculas 
de doble 
cadena, 

-890 a 
-5150 pb 



lace fosfodiester para ligar este residuo a la nueva cadena que crece. En muchos 
casos, el complejo enzimatico tambien comprueba, o “lee las pruebas” de la 
adicion antes de proceder a anadir el siguiente residuo, lo cual contribuye a la 
elevada exactitud global de la replicacion. La replicacion del DNA se considerara 
con mucho mas detalle en los Capitulos 24 y 28. 



transcripcion: del dna al rna 



La expresion de la informacion genetica comporta siempre un primer paso de 
transcripcion de los genes en moleculas de RNA complementarias. Es facil 
comprender esta production de moleculas de RNA especificas. De la misma for- 
ma que una cadena de DNA puede dirigir la replicacion, tambien puede dirigir 
la transcripcion que es la formation de una cadena de RNA complementaria 
(Figura 4.21). Naturalmente, los monomeros necesarios para la transcripcion 
son diferentes de los que se emplean para la replicacion. En lugar de desoxirri- 
bonucleosidos trifosfato, son necesarios los ribonucleosidos trifosfato, ATP, 
GTP, CTP y UTP, para formar el RNA. (Observese que U en el RNA nuevo se 
aparea con A en el DNA molde.) La transcripcion del DNA, igual que la repli- 
cation del DNA, requiere un conjunto especial de enzimas catalizadoras que se 
denominan RNA polimerasas. En los Capitulos 24, 25, 26 y 28 consideraremos 
estas enzimas y presentaremos una informacion detallada de los procesos que 
catalizan. 



La transcripcion es el proceso por el 
que se copia una cadena de DNA en 
una molecula de RNA 
complementaria. 
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FIGURA 4.21 

Principio basico de la 
transcripcion. Una enzima (RNA 
polimerasa) se desplaza a lo largo de una 
molecula de DNA, abriendo la doble cadena y 
elaborando un transcrito de RNA mediante la 
adicion de un ribonucleotido cada vez. La 
enzima copia la secuencia oligonucleotidica de 
tan solo una de las dos cadenas de DNA. Tras el 
paso de la enzima, el DNA vuelve a enrollarse. 



RNA polimerasa 




En la traduccion, una secuencia de 
RNA dicta una secuencia proteica. 



traduccion: del RNA a la proteina 

La transcripcion por si sola es suficiente para la produccion de las multiples 
moleculas de RNA funcionales de la celula, como los tRNA o los RNA riboso- 
micos que se indican en la Tabla 4.5. Sin embargo, la sintesis de protemas espe- 
cificas, bajo la direccion de genes especificos, es una cuestion mas compleja. El 
problema, como veremos en el Capitulo 5, es que las protemas son polimeros for- 
mados por 20 clases distintas de monomeros de aminoacidos. Dado que solo 
existen cuatro tipos distintos de monomeros de nucleotidos en el DNA, no pue- 
de establecerse una relacion de uno a uno entre la secuencia de nucleotidos de 
una molecula de DNA y la secuencia de aminoacidos de una proteina. En vez de 
ello, la secuencia lineal de bases que constituye la informacion que codifica la 
proteina se “lee” por la celula en bloques de tres residuos de nucleotidos, o codo- 
nes, cada uno de los cuales especifica un aminoacido diferente. Se denomina co- 
digo genetico al conjunto de reglas que especifican los codones de los acidos nu- 
cleicos que corresponden a cada aminoacido. En el Capitulo 5 se describira este 
codigo tras haber presentado los aminoacidos y la estructura de las protemas. 

Aunque la informacion de todas las secuencias proteicas esta codificada en 
el DNA, la elaboracion de las protemas no tiene lugar directamente desde el 
DNA. La conversion de la informacion de las secuencias de DNA de los genes en 
las secuencias de aminoacidos de las protemas utiliza como intermediarias unas 
moleculas de RNA especiales. A partir del DNA se transcriben copias comple- 
mentarias de los genes que se van a expresar, en forma de moleculas de RNA 
mensajero (mRNA) (vease la Tabla 4.5), a las que se da este nombre porque 
transportan la informacion desde el DNA a la maquinaria de sintesis de protei- 
nas de la celula. La maquinaria para la fabrication de protemas incluye mo- 
leculas de tRNA, enzimas especiales y ribosomas, que son complejos de RNA y 
protemas en los que se produce el ensamblaje de las nuevas protemas. Esta tra- 
duccion de la informacion del RNA se esquematiza en la Figura 4.22. (En el 
Capitulo 5 se presentaran las principales caracteristicas de la traduccion y en los 
Capitulos 27 y 28 se describiran detalladamente.) El esquema sencillo de la 
Figura 4.23 resume el flujo de informacion genetica en la celula. 

Como se describira en los capitulos siguientes, las protemas son las princi- 
pales moleculas estructurales y funcionales en la mayor parte de las celulas. La 
apariencia de una celula y lo que es capaz de hacer dependen en gran parte de 
las protemas que contiene. Estas vienen dadas, a su vez, por la informacion al- 
macenada en el DNA de la celula, que se transcribe al mRNA y se expresa me- 
diante la maquinaria de sintesis de protemas. Si utilizamos la analogia de la ce- 
lula como una fabrica, las protemas constituyen la maquinaria de trabajo. Los 
pianos maestros de esta maquinaria estan almacenados en un deposito central 
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Codones 
para estos 
aminoacidos 



Aminoacidos libres 



_-0 



tRNA que llevan 
los aminoacidos 



IflNA 



RNA mensaiero 

Ribosoma 



Codon 



Direccion de 
avance del 
ribosoma 



FIGURA 4.22 

Principio basico de la 
traduccion. Una molecula de RNA 
mensajero se une a un ribosoma y las 
moleculas de RNA de transferencia 
llevan los aminoacidos al ribosoma de 
uno en uno. Cada tRNA identifica el 
codon apropiado en el mRNAy anade 
este aminoacido a la cadena proteica 
en crecimiento. El ribosoma se desplaza 
a lo largo del mRNA, con lo que el 
mensaje genetico puede leerse y 
traducirse en una protefna. 



(el DNA del nucleo celular). De vez en cuando y a medida que se necesita una 
maquinaria nueva o la sustitucion de la existente se van enviando copias de de- 
terminados pianos (mRNA). Ademas, existe continuamente la necesidad de 
RNA especializados como los tRNA. 

MAN I PU LAC ION DEL DNA 

Como observadores de las operaciones de la celula, los cientificos han aprendi- 
do a leer los pianos del DNA y actualmente conocen el codigo mediante el cual 
se traducen. Este conocimiento nos ha proporcionado la posibilidad de intro- 
ducir modificaciones geneticas en los organismos vivos, mediante tecnicas de 
DNA recombinante. Estas tecnicas, que comportan la insercion de DNA nuevo 
en el genoma de un organismo, han revolucionado completamente la biologia 
y la bioquimica. Analizarlas con detalle en este punto seria prematuro, puesto 
que dependen de procesos enzimaticos complicados que aun no hemos descri- 
to. Encontrara una description detallada de la tecnologia del DNA recombi- 
nante en el Capitulo 25. Sin embargo, si es adecuado indicar aqui algunas de las 
cosas que actualmente pueden realizarse con estos metodos: 

1. Pueden recuperarse genes concretos u otras secuencias de DNA que se 
desee a partir de cualquier parte del genoma de un organismo superior y 
clonarse (reproducirse de manera identica) en bacterias como E. coli. 
Esta tecnica permite la production a gran escala de regiones concretas de 
DNA, que pueden utilizarse, por ejemplo, para la determination de las se- 
cuencias de nucleotidos del DNA. Casi todo nuestro conocimiento de las 
secuencias del DNA se basa en esta tecnica. 

2. Puede fabricarse un DNA que transporte genes especificos de organismos 
superiores para dirigir la expresion de proteinas en bacterias, con lo que 
es posible producir grandes cantidades de algunas proteinas eucariotas 
que normalmente se purifican con dificultad. Entre los ejemplos de im- 
portancia medica se encuentran la insulina y los factores de la coagula- 
tion de la sangre, que actualmente pueden fabricarse de manera menos 
costosa y mas segura. 

3. Pueden modificarse de la forma deseada los DNA clonados y estudiarse 
sus productos de traduccion modificados, lo cual nos ayuda a compren- 
der el funcionamiento de las proteinas. 



Replicacion 





Traduccion 




FIGURA 4.23 

Flujo de informacion genetica en una 
celula caracteristica. El DNA puede 
replicarse o transcribirse en RNA. Los RNA 
mensajeros se traducen en secuencias 
proteicas. 
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Las tecnicas de DNA recombinante 
nos permiten modificar el contenido 
genetico de los organismos. 



4. En algunos casos, pueden reinsertarse de nuevo en el organismo del que 
proceden los genes modifkados, lo cual permite estudiar los efectos fi- 
siologicos y bioquimicos de la modification de las protemas que codi- 
fican. 

5. Pueden insertarse los genes de un tipo de organismo en el genoma de 
otro tipo para producir rasgos nuevos. 

Es evidente que estos metodos haran, y han hecho ya, aumentar enorme- 
mente nuestro conocimiento de los procesos bioquimicos y biologicos. Mayor 
trascendencia puede tener aun a largo plazo la posibilidad que plantean de ma- 
nipulation humana de la information genetica de las bacterias, las plantas y los 
animales. Ya se han clonado organismos tan complejos como los rat ones y las 
ovejas. Probablemente es posible la donation humana. Como la mayor parte de 
los grandes avances tecnicos, la ingenieria genetica puede utilizarse bien o mal. 
Las cuestiones eticas que implica deberan debatirse durante mucho tiempo. 
Sea cual sea la resolution que se de a estos debates, el conocimiento ya existe y 
la humanidad, de hecho la vida misma, ha traspasado un nuevo umbral. Por pri- 
mera vez en la larga historia de la evolution, podemos controlar ahora de ma- 
nera consciente y precisa el propio proceso de la evolution. 



Plasticidad de la estructura secundaria 
y terciaria del DNA 

En los apartados anteriores hemos descrito las formas B y A del DNA, y hemos 
mencionado brevemente el superenrollamiento del DNA circular. Actualmente 
se acepta que existen diversas estructuras secundarias y terciarias especiales. 
Estas estructuras dependen en muchos casos de la presencia de estructuras pri- 
marias especiales, y en algunos casos pueden estabilizarse por la presencia de su- 
perenrollamiento. Asi pues, de entrada debemos examinar con mayor detalle la 
naturaleza del DNA superenrollado. 

CAMBIOS DE LA ESTRUCTURA TERCIARIA: UN EXAMEN 
MAS DETENIDO DEL SUPERENROLLAMIENTO 

Para obtener una impresion cuantitativa de lo que significa el superenrolla- 
miento, examinemos el “experimento imaginario” que se describe en la Figura 
4.24. Consideremos la molecula de DNA lineal de la Figura 4.24a. Como con- 
tiene un numero de pares de bases suficiente para realizar 10 vueltas completas 
de la helice decimos que tiene una torsion (T) = 10. Supongamos que cogemos 
esta molecula de DNA, la colocamos plana sobre una superficie, y juntamos los 
extremos 5' y 3' de cada cadena (Figura 4.24a). Como la molecula de DNA con- 
tiene un numero de pares de bases suficiente para dar 10 vueltas completas de 
la helice, los extremos 5' y 3' de cada cadena estarian en position de encontrar- 
se y podriamos unirlos de forma covalente. (Determinadas enzimas denomi- 
nadas ligasas pueden realizar esta union en las celulas.) Esta conexion crearia 
un circulo relajado que podria estar aun aplastado sobre la superficie (Figura 
4.24b). La molecula cerrada de forma covalente tiene ahora otra propiedad: las 
cadenas estan entrelazadas 10 veces. Decimos que tiene un numero de ligazon 
(I) de 10. 

Supongamos ahora que, antes de que se unan los extremos de esta doble he- 
lice a derechas, realizamos una vuelta a la izquierda, desenrollando una vuelta, 
reduciendo asi el numero de ligazon a 9. Este cambio impondria una tension so- 
bre el DNA circular, que podria responder de dos maneras: 
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(b) Circulo sin tensionar: DNA 

circular de doble cadena 
Numero de ligazon (L) = 10 
Torsion (7) = 10 vueltas 
pb/vuelta = 10.5 
Retorcimiento (IV) = 0 



(c) Circulo tensionado: DNA 

circular de doble cadena 
Numero de ligazon (L) = 9 
Torsion (T) = 9 vueltas 
pb/vuelta = 1 1 .67 
Retorcimiento (IV) = 0 



(d) Superenrollado: DNA 

de doble cadena 
Numero de ligazon (L) = 9 
Torsion (7) = 10 vueltas 
pb/vuelta = 10.5 
Retorcimiento (IV) = -1 



1. La molecula podria continuar plana sobre la superficie, con una reduc- 
tion de su torsion a 9 ( T= 9, como se muestra en la Figura 4.24c). El va- 
lor normal de 10.5 pares de bases por vuelta de la helice aumentaria has- 
ta 11.67. La tension sobre esta molecula de DNA se expresa en su torsion 
“no natural”; se dice que esta infraenrollada. (Si hubieramos anadido 
una vuelta adicional a la derecha en vez de a la izquierda, el circulo esta- 
ria tambien tensado, pero estaria sobreenrollado, con 11 torsiones y 9.54 
pares de bases/vuelta.) 

2. La molecula podria recuperar su torsion original (T = 10) envolviendo- 
se sobre si misma en una vuelta superhelicoidal negativa (a izquierdas), 
como se muestra en la Figura 4.24d. El numero de vueltas superhelicoi- 
dales de este tipo se denomina retorcimiento (W, writhe)', en este caso 
W= — 1. (Si hubieramos anadido una vuelta a la derecha, la molecula po- 
dria formar un retorcimiento positivo, o a derechas, con W = +1; en la 
primera respuesta, sin superenrollamiento, W = 0.) 

Cuando desenrollamos una vuelta y luego juntamos, producimos una mo- 
lecula en la que las dos cadenas estan entrelazadas solo 9 veces; L = 9. La mag- 
nitud L permanecera inalterada aunque podemos distribuir la tension de in- 
fraenrollamiento entre la torsion y el retorcimiento. De esta manera, las dos 
formas de la Figura 4.24c y 4.24d tienen ambas un L = 9. 

Observese que en cada caso, el numero de ligazon es la suma algebraica de 
T y W: 

L=T+W (4.1) 



FIGURA 4.24 

Formacion de un DNA 
superenrollado. Podemos imaginar la 
construccion de un DNA circular lineal de 
diversas formas. (a) Se coloca un DNA lineal 
piano. Tiene 105 pares de bases y 10.5 
pb/vuelta, por lo que hay 10 vueltas; 7= 10. 
(b) Dado que hay un numero entero de giros, 
podemos unir los extremos 5' y 3' sin provocar 
una vuelta, de manera que se forme un cfrculo 
relajado colocado piano. El numero de ligazon 
es L = 1 0 y el de retorcimiento es IV = 0. (c) Si 
reducimos el numero de vueltas antes de unir 
los extremos, desenrollando el DNA una vuelta, 
el cfrculo cerrado tendra E = 9. Si continuamos 
exigiendo que la molecula de DNA este plana, 
la torsion de la helice debe cambiar. Tenemos 
ahora que L = 9, T = 9 y IV = 0. Con 7= 9 en 
105 pb, el DNA se ve forzado a adquirir una 
conformacion con 105/9 = 1 1 .67 pb/vuelta. 

(d) En vez de cambiar su torsion, la molecula 
de DNA tensada puede retorcerse o 
superenrollarse, de manera que L = 9, 7=10y 
W = -1 . Las moleculas tensadas suelen 
superenrollarse en lugar de cambiar su torsion. 



La unica manera de cambiar L es cortando, retorciendo y volviendo a unir la 
molecula circular, por ejemplo, mediante topoisomerasas. Cuando anadimos el 
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El numero de ligazon es siempre la 
suma algebraica de la torsion y el 
retorcimiento. 



La densidad superhelicoidal, cr, es una 
medida cuantitativa de la intensidad 
del superenrollamiento. 



FIGURA 4.25 

Electroforesis en gel en la que se 
demuestra el superenrollamiento del 
DNA. Calle 1 : una mezcla de DNA relajado y 
muy superenrollado. Calles 2 a 6: progresion 
de la relajacion catalizada por la enzima 
topoisomerasa. Se han tornado las muestras a 
tiempos sucesivos tras anadir la enzima. Los 
topoisomeros individuales se separan en 
bandas individuales en el gel. El material muy 
superenrollado, que forma una serie densa de 
bandas solapadas en la parte inferior, 
desaparece gradualmente. 



giro adicional hacia la izquierda al inicio de nuestro experimento, cambiamos 
el valor de L en -1 (AL = -1). La tension impuesta al anadir A L vueltas adicio- 
nales en la helice del DNA se distribuye a si misma entre un cambio de la tor- 
sion y un cambio del retorcimiento: 

AL = AT+AW (4.2) 

donde AL es positivo o negativo en funcion de que las torsiones adicionales 
(AT) y las vueltas superhelicoidales adicionales (AW) sean a derechas (positivas) 
o a izquierdas (negativas). 

La superhelicoidalidad de las moleculas de DNA se expresa a menudo me- 
diante la densidad superhelicoidal, cr = A L/L 0 , donde L 0 es el numero de liga- 
zon para el DNA en estado relajado. Muchas de las moleculas de DNA natura- 
les tienen densidades superhelicoidales de aproximadamente -0.06. Para 
hacernos una idea de lo que esto significa, consideremos una molecula de DNA 
hipotetica de 10 500 pb, que se encuentre en la forma B “clasica”, con 10.5 
pb/vuelta. En este caso L 0 es 10 500 pb/(10.5 pb/vuelta), es decir, 1000 vueltas. 
Cada cadena de DNA se cruza con la otra 1000 veces en el circulo relajado. Si la 
topoisomerasa girasa (vease la pagina 114) torsionara la molecula hasta una 
densidad superhelicoidal de -0.06, entonces AL = -0.06 L 0 , es decir, AL = -60. 
Este cambio podria acomodarse, por ejemplo, median te un retorcimiento del eje 
de la helice sobre si mismo 60 veces hacia la izquierda, lo cual corresponderia a 
A W= -60, AT = 0; la molecula tendria 60 vueltas superhelicoidales a izquier- 
das. De otra forma, la torsion de la molecula podria cambiar de manera que tu- 
viera 940 vueltas en 10 000 pb (T = 940), o 10 500/940 = 11.2 pb/vuelta. Esto co- 
rresponderia a AW = 0, AT = -60. Aunque podria producirse cualquier 
combinacion de ATy A W que sumara -60, las moleculas reales liberan la ten- 
sion principalmente mediante el retorcimiento en vueltas superhelicoidales, ya 
que es mas facil doblar un DNA largo que desenrollarlo. Esto explica las es- 
tructuras contorneadas de las moleculas de DNA circulares de doble cadena de 
las Figuras 4.17b y 4.18. 

Las diferencias de superenrollamiento pueden detectarse mediante electro- 
foresis en gel. Como se describe en Herramientas de la Bioquimica 2A, la velo- 
cidad con la que se desplaza una molecula mediante electroforesis en una ma- 
triz de gel depende de sus dimensiones, por lo que las formas superhelicoidales 
mas compactas se desplazaran con mayor rapidez que las formas relajadas. En 
la Figura 4.25 se muestran los patrones electroforeticos de las moleculas de 




Cortesfa de J. C. Wang. 
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DNA superenrolladas que se van relajando progresivamente mediante la action 
de la enzima topoisomerasa. Asi pues, la electroforesis en gel nos permite sepa- 
rar los topoisomeros de un determinado DNA. 



ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DEL DNA POCO HABITUALES 

La mayor parte del DNA y del RNA de las celulas puede describirse con una de 
las tres estructuras secundarias siguientes: ovillo aleatorio (que, en realidad, es 
una carencia de estructura secundaria), forma B y forma A. Pero estas tres for- 
mas no agotan las posibilidades de conformation de estas moleculas extraor- 
dinarias. En el resto de este capitulo consideraremos algunas de las estructuras 
mas exoticas que se han identificado en los ultimos anos, y examinaremos las 
condiciones en las que se producen las transiciones de conformation entre 
ellas. Veremos que el superenrollamiento desempena a menudo un papel do- 
minante en estas transiciones. 



DNA a Izquierdas (Z-DNA) 

Dado que las helices polinucleotidicas de las formas A y B son a derechas (vea- 
se la Figura 4.15), el descubrimiento en 1979 de una forma a izquierdas produjo 
una sorpresa considerable. Alexander Rich y sus colaboradores realizaron estu- 
dios de difraccion de rayos X de cristales del pequeno desoxioligonucleotido 

S 'CGCGCG 3 ' 

3 'GCGCGC 5 ' 



El Z-DNA es una helice a izquierdas 
con las bases purina/pirimidina 
alternadas en una conformacion 
sin/anti alternada. 



y determinaron que se trataba de una helice de doble cadena con un aparea- 
miento de bases G-C, tal como esperaban. Sin embargo, los datos solo eran 
compatibles con una estructura peculiar de helice a izquierdas a la que deno- 
minaron Z-DNA. En la Figura 4.26 se presenta un modelo para una molecula de 
DNA larga en la conformacion Z. 

Ademas del sentido inverso de la helice, el Z-DNA presenta otras peculiari- 
dades estructurales. En los polinucleotidos hay dos orientaciones mas estables 
de las bases respecto a sus anillos de desoxirribosa. Se denominan sin y anti : 
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En los polinucleotidos de las formas A y B, todas las bases se encuentran en la 
orientation anti. Sin embargo, en el Z-DNA, las pirimidinas estan siempre en anti 
y las purinas estan siempre en sin. Dado que el Z-DNA se encuentra, la mayor 
parte de las veces, en los polinucleotidos con purinas y pirimidinas alternadas en 
cada cadena (como el que se ha indicado antes), se alternaran las orientaciones 
de las bases. Los parametros del Z-DNA (vease la Tabla 4.3, pagina 112) reflejan 
esta caracteristica, por cuanto la unidad de repetition no es un par de bases 
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FIGURA 4.26 

Z-DNA. Estructura del Z-DNA determinada 
mediante estudios de difraccion de rayos X de 
un cristal simple. Comparese esta forma a 
izquierdas del DNA con el modelo de relleno 
espacial similar del B-DNA de la Figura 4.1 1 . El 
unico surco del Z-DNA se indica en verde. La 
Ifnea negra sigue el armazon de fosfato en 
zigzag. 



Cortesfa del Dr. A. H.-J. Wang de Cold Spring Harbor Symp. 
Quant. Biol. (1 982) 47:41 . 



sino dos pares de bases. Ademas, esta alternancia proporciona a los fosfatos un 
patron de zigzag; de ahi la denomination de Z-DNA (vease la Figura 4.26). 

Existen pruebas abundantes de que el Z-DNA existe in vivo. Sin embargo, la 
funcion exacta del Z-DNA in vivo es aun Lina cuestion abierta. Tal vez sea sig- 
nificative el hecho de que la metilacion de las citosinas en el carbono 5, una mo- 
dification bastante frecuente in vivo, favorece la formacion de Z-DNA. 

Horquillas y cruces 

Hemos encontrado ya ejemplos de estructuras de “horquilla”, primero en la 
Figura 4.19c y luego en el RNA de transferencia que se muestra en la Figura 
4.20. En cada una de estas moleculas de una sola cadena, la autocomplementa- 
riedad de la secuencia de bases permite que la cadena se pliegue sobre si misma 
y forme una helice antiparalela de bases apareadas. La estructura esquematica de 
un tRNA que se muestra en la Figura 4.27 indica la forma de realizar este ple- 
gado de una secuencia de bases concreta. 

En algunas secuencias de DNA pueden formarse horquillas dobles, a las 
que se denomina estructuras cruciformes, para lo cual es necesario un tipo es- 
pecial de secuencia a la que se denomina secuencia palindromica. Este termino, 
de origen literario, indica una frase que se lee igual hacia delante que hacia 
atras. Tal como se emplea en las descripciones del DNA, el termino senala seg- 
mentos de cadenas complementarias que son el inverso exacto (o casi exacto) 
uno de otro. En la Figura 4.28 se muestra una secuencia de DNA de este tipo, 
junto con las dos conformaciones que puede adquirir. En la mayor parte de los 
casos, la formacion de la estructura cruciforme deja algunas bases sin aparear en 
los extremos de las horquillas, lo cual significa que, en circunstancias normales, 
la estructura cruciforme sera menos estable que la estructura extendida. Como 
veremos mas adelante en este capitulo, un efecto de la tension superhelicoidal 
es la estabilizacion de las estructuras cruciformes. 

Triples helices y H-DNA 

Se sabe desde hace bastante tiempo que determinados homopolimeros pueden 
formar triples helices. La primera que se descubrio fue la estructura del acido ri- 
bonucleico 
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FIGURA 4.27 

La autocomplementariedad determina 
la estructura terciaria del 
tRNA. Representation esquematica del 
tRNA que se muestra en la Figura 4.20. Las X 
corresponden a bases poco habituales o 
modificadas (vease el Capitulo 27). La 
molecula tiene tres brazos en horquilla 
debidos a la autocomplementariedad. Estos 
brazos se pliegan en la estructura terciaria de 
la Figura 4.20. 
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Conformacion extendida 



1 2 3 4 5 6 

-G-A-G-T -A-G- 


6' 5' 4' 3' 2' 1' 
-C-T-A-C-T-C- 


-C-T-C-A-T-C- 
V 2! 3' 4' 5' 6' 


-G-A-T-G-A-G- 
6 5 4 3 2 1 





6G- 


-C6' 


Conformacion 


5 A 


T 5' 


cruciforme 


i 

4 T 


A 4' 




3G 


C 3' 




2 A 


T 2' 


^ 5'- G - C - C 


-G 


i 1 -' 


3'- C - G - G 


r? 

2'T 


?T 

A 2 




3' A 


T 3 




4'C 


G 4 




5'T 


A 5 




6'C- 


-G 6 



Posteriormente se observo que podian formarse tripletes desoxi, como T • A ■ T 
y C + ■ G ■ C (en donde C + es una citosina protonada). En estas estructuras, ade- 
mas del apareamiento normal de Watson-Crick, se produce el apareamiento de 
bases de tipo Hoogsteen que se muestra en la Figura 4.29. Actualmente se acep- 
ta que muchas cadenas polinucleotidicas, incluyendo parte de la secuencia que 
no se repite, pueden adoptar estas formas de triple helice. Recientemente se ha 
descubierto una estructura poco comun que se muestra en la Figura 4.30. Se de- 
nomina H-DNA y requiere una molecula que posea una cadena solo con piri- 
midinas (Pi) y la otra solo con purinas (Pu). En el ejemplo mostrado, la es- 
tructura 



FIGURA 4.28 

Secuencia palindromica de DNA. Una 

estructura palindromica es una tira simetrica 
respecto a un centra de simetrfa. Observese 
que en la parte marron y azul, los dos 
segmentos azules dan la misma lectura 

5' *- 3', que los dos segmentos marrones. 

La secuencia se presenta en sus conformaciones 
extendida y cruciforme. A dos bases que se 
aparean entre sf en la conformacion cruciforme 
se les asigna el mismo numero. 



TCTCTCTCTCTC - ■ ■ 

• ■ - AG AG AG AG AG AG • ■ ■ 

puede existir en la forma normal de doble cadena, o bien con una cadena do- 
blada hacia atras para formar una triple helice (con los tripletes C + ■ G ■ C + y 
G ■ A • G), con lo que queda la otra cadena (Pu) desapareada. De nuevo, la per- 
dida del apareamiento de bases debe hacer que esta estructura sea inestable, ex- 
cepto en las situaciones en las que la tension en la molecula de DNA la favorezca. 





Apareamiento de Watson-Crick 



figura 4.29 

Apareamiento de bases en un tipo de 
triple helice de DNA. En el mismo residuo 
A se produce un apareamiento de Watson-Crick 
normal y el apareamiento poco frecuente de 
Hoogsteen. 
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FIGURA 4.30 

H-DNA. Una region de H-DNA tiene una 
cadena con solo purinas (azul) y una cadena 
con solo pirimidinas (marron), lo cual le 
permite formar una helice de triple cadena al 
doblarse hacia atras. Algunos segmentos 
contienen purinas y pirimidinas (verde). (a) La 
secuencia de nucleotidos gue se muestra aquf 
podrfa dar origen al H-DNA. Se muestra un 
segmento de la cadena de purinas unido a dos 
segmentos diferentes de la cadena de 
pirimidinas. (b) La union que se muestra en (a) 
da origen a una helice de triple cadena, que se 
muestra aquf de manera esquematica. 

Adaptado de E. Palecek, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., G. D. 
Fasman, ed. (1991) 26, 2:151-226. (Boca Raton, FL: CRC Press, 

1 991 ), con permiso. 
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Ni siquiera estas estructuras tan extranas como el H-DNA agotan el reper- 
torio de los polinucleotidos. Asi, por ejemplo, hay pruebas de la existencia de es- 
tructuras de cuatro cadenas que participan en la recombinacion del DNA. Sin 
embargo, dejamos el analisis de estas estructuras para la Parte V. 



Estabilidad de las estructuras secundaria y terciaria 

TRANSICION HELICE-OVILLO ALEATORIO: DESNATURALIZACION 
DE LOS ACIDOS NUCLEICOS 

Las estructuras secundarias principales de los polinucleotidos (las formas A y B) 
son relativamente estables en condiciones fisiologicas para el RNA y el DNA, res- 
pectivamente. Sin embargo, no deben ser demasiado estables, ya que algunos 
procesos bioquimicos muy importantes, como, por ejemplo, la replicacion y la 
transcripcion del DNA, requieren que se abra la estructura de doble helice. 
Esta perdida de la estructura secundaria cuando se produce en regiones grandes 
se denomina desnaturalizacion (Figura 4.31). Existen diversos factores que 
compiten entre si y crean un equilibrio entre las formas estructurada y no es- 
tructurada de los acidos nucleicos. 

Hay dos factores importantes que favorecen la disociacion de las dobles he- 
lices en cadenas simples enrolladas de forma aleatoria. El primero es la repulsion 
electrostatica entre las cadenas: a pH fisiologico, cada residuo de una molecu- 
la de DNA o de RNA es portador de una carga negativa en el grupo fosfato. 
Aunque esta carga esta neutralizada en parte por contraiones pequenos (como 
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K + , Na + y Mg 2+ ) presentes en el medio, continua existiendo una carga negati- 
va neta considerable en cada cadena de la helice, que tiende a apartar una cadena 
de la otra. Por tanto, la fuerza ionica elevada tiende a estabilizar la doble helice. 

Un factor mas sutil que favorece la desnaturalizacion es que la estructura de 
ovillo aleatorio posee una entropia mas alta. Esta mayor entropia se debe al ma- 
yor grado de aleatoriedad de la forma desnaturalizada, con sus multiples con- 
figuraciones posibles. Consideremos la ecuacion (3.9) de la pagina 72 (S= A: In 
W). Si una doble helice rigida se separa en dos ovillos aleatorios flexibles, el nu- 
mero de configuraciones a las que la molecula puede acceder aumenta enor- 
memente (Figura 4.31a); en consecuencia, la entropia aumenta. El cambio de 
energia libre que se produce al pasar de una estructura secundaria polinucleo- 
tidica de doble cadena (como la forma B del DNA) a cadenas individuales con 
ovillo aleatorio viene dado por la formula habitual: 

AG = AH - T AS (helice ovillo aleatorio) (4.3) 

Dado que AS es positivo, el termino (-T AS) proporciona una contribucion ne- 
gativa al cambio de energia libre, favoreciendo la desnaturalizacion. 

Asi pues, hay dos factores que favorecen la transition helice — ► ovillo: la 
mayor aleatoriedad del ovillo aleatorio (AS > 0) y la repulsion electrostatica en- 
tre las cadenas (AH el < 0). Si la estructura helicoidal de doble cadena ha de 
mantenerse estable en cualquier situation, el valor de AG para la reaction de 
desplegado debe ser positivo. Por tanto, deberemos buscar una contribucion po- 



FIGURA 4.31 

Desnaturalizacion del DNA. (a) Cuando 
el DNA nativo (de doble cadena) se calienta 
por encima de su temperatura de "fusion", se 
desnaturaliza (se separa en cadenas simples). 

Las dos cadenas en ovillo aleatorio tienen una 
entropfa superior a la de la doble helice. (b) A 
un valor bajo de T, AC es positivo y la 
desnaturalizacion del DNA no esta favorecida. 

A medida que aumenta T, -T AS supera a AH 
con lo que AG pasa a ser negativo y la 
desnaturalizacion es favorable. El punto medio 
de la curva sefiala la temperatura de "fusion", 
7m, del DNA. (c) Los espectros de absorbancia 
del DNA nativo y desnaturalizado indican que 
el DNA nativo absorbe menos luz que el DNA 
desnaturalizado con una diferencia maxima 
que se produce a una longitud de onda de 260 
nm. Esta hipocromicidad del DNA de doble 
cadena puede utilizarse para diferenciar las 
formas nativa y desnaturalizada. (d) El cambio 
de absorbancia puede utilizarse para seguir la 
desnaturalizacion del DNA a medida que 
aumenta la temperatura. A T m se produce un 
aumento brusco de la absorbancia 
correspondiente a la "fusion" brusca del DNA. 



1 BO 



CAPlTULO 4 



ACIDOS NUCLEICOS 



Las regiones con AT abundante se 
funden con mayor facilidad que 
regiones con GC abundante 



sitiva grande de A H para compensar los factores que acabamos de mencionar. 
Las fuentes de este A H positivo son los enlaces de hidrogeno entre los pares de 
bases y las interacciones de van der Waals entre las bases apiladas. De hecho, las 
bases planas se apilan una sobre otra en el contacto de van der Waals. Debe em- 
plearse gran cantidad de energia para romper estos enlaces e interacciones y, por 
tanto, el A H total es positivo. 

Dado que los valores de AHy AS de la ecuacion (4.3) son ambos positivos, 
el signo de AG cambiara al aumentar T. A baja temperatura, el termino T AS 
sera menor que el A H. El valor de AG sera > 0, y la helice sera estable. Pero al 
aumentar la temperatura, T AS pasara a ser mayor que A H, y AG pasara a ser 
negativo. Asi pues, a temperaturas elevadas, la estructura de doble cadena se 
hace inestable y se separara (Figura 4.31b). 

Es posible seguir este proceso de desnaturalizacion observando la absor- 
bancia de la luz ultravioleta de una longitud de onda de aproximadamente 260 
nm en una disolucion de DNA. Como se ha indicado en la pagina 100, todos los 
nucleotidos y los acidos nucleicos absorben luz intensamente en esta region del 
espectro. Cuando los nucleotidos estan polimerizados en un polinucleotido, y las 
bases empaquetadas en una estructura helicoidal, hay poca absorcion de luz 
(Figura 4.31c). Este fenomeno, denominado hipocromismo, se debe a la inte- 
raction estrecha de los anillos de purina y pirimidina que absorben luz. Si se 
pierde la estructura secundaria, la absorbancia aumenta y se aproxima mas a la 
de una mezcla de los nucleotidos libres. En consecuencia, el aumento de la 
temperatura de una solution de DNA, con la consiguiente perdida de la es- 
tructura secundaria, dara lugar a un cambio de la absorbancia como el que se 
muestra en la Figura 4.3 Id. 

El hecho destacable de esta transition de helice a ovillo aleatorio es que sea 
tan brusca. Se produce en un margen de temperatura muy pequeno, casi simi- 
lar a la fusion del hielo para producir agua, que se describio en el Capitulo 3. Por 
este motivo, a la desnaturalizacion de los acidos nucleicos se la denomina a ve- 
ces fusion de la doble helice polinucleotidica, a pesar de que este termino no sea 
tecnicamente correcto. En el Capitulo 6 encontraremos cambios de configura- 
tion bruscos de este tipo en las proteinas. Son siempre caracteristicos de lo que 
se denominan transiciones cooperativas. El significado de este termino en el 
caso del DNA o del RNA es que una doble helice no puede fusionarse trozo a 
trozo. Si se examinan las estructuras que se muestran en las Figuras 4.11 y 4.20, 
puede observarse que seria muy dificil que una sola base se apartara de la es- 
tructura apilada unida con enlaces de hidrogeno. Lo que ocurre es que toda la 
estructura se mantiene unida hasta llegar al limite de la inestabilidad y se des- 
naturaliza entonces en un margen de temperatura muy estrecho. 

La “temperatura de fusion” (T m ) de un polinucleotido depende de su pro- 
portion de (G + C)/(A + T). Debido a que cada par de bases G-C forma tres en- 
laces de hidrogeno y cada par A-T forma tan solo dos, el valor de A H es mayor 
para la fusion de los polinucleotidos con un contenido elevado de GC. La ma- 
yor energia de apilamiento de los pares G-C contribuye tambien a producir esta 
diferencia. El valor de T m corresponde a la temperatura a la que AG = 0 (vea- 
se la Figura 4.31b y d). Asi pues, 



0 = AH - r m AS 



es decir, 



7m = 



AH 

AS 



(4.4) 



(4.5) 
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A igualdad de numero de pares de bases, el valor de AS es el mismo para todos 
los polinucleotidos, pero el A H depende de la composicion de bases, como 
acabamos de describir. Esta es la causa de que T m aumente al elevarse el conte- 
nido de G + C. En la Figura 4.32 se presenta un grafico de T m frente al por- 
centaje de (G + C) para diversos DNA existentes en la naturaleza. 

ENERGIA SUPERHELICOIDAL Y CAMBIOS 
DE LA CON FORMACION DEL DNA 

El almacenamiento de energia en el superenrollamiento del DNA es analogo a 
la energia que se requiere para enrollar (superenrollar) bandas de goma elasti- 
ca. Esto es, las primeras vueltas resultan faciles, pero la energia necesaria para 
cada vuelta aumenta a medida que el enrollamiento va siendo mas tenso. De he- 
cho, para el DNA, la cantidad de energia libre almacenada en el superenrolla- 
miento (AG SC ) es proporcional al cuadrado de la densidad superhelicoidal <7: 

A G sc = Ka 2 (4.6) 

donde K es una constante. Observese que AG SC es cero cuando el DNA esta rela- 
jado (<7 = 0) y aumenta con un superenrollamiento positivo o negativo. Ademas, 
como participa el cuadrado de CT, la energia necesaria para anadir una vuelta 
adicional aumenta con cada vuelta que se anade, y llega a ser aproximadamente 
igual a la energia que puede proporcionar un ATP cuando O = ±0.06. Esta es al 
menos una de las causas por las que la densidad superhelicoidal esta limitada in 
vivo a alrededor de este valor. El DNA muy superenrollado tiene una gran canti- 
dad de energia almacenada, que puede reducirse mediante cualquier proceso que 
disminuya la densidad superhelicoidal. Por ejemplo, supongamos que tenemos 
una molecula de DNA circular con vueltas superhelicoidales negativas. Si se qui- 
siera desenrollar y fundir localmente una repeticion de la helice de DNA (10 
pares de bases), este cambio equivaldrla a un ATde -1. Por lo tanto, para com- 
pensarlo, tendra que eliminarse una vuelta superhelicoidal negativa (A W= +1): 
esto es, parte del retorcimiento quedarla compensado por el desenrollamiento lo- 
cal. La conversion de un segmento de B-DNA en Z-DNA serla aun mas eficaz y 
requerirla menos energia. Cada 10 pares de bases de DNA que pasan de la forma 
B a la Z van desde una torsion de ±1 (una torsion a la derecha) a aproximada- 
mente -1 (una torsion a la izquierda). Este cambio simple asciende a A T= -2, lo 
cual permitirla una relajacion de 2 vueltas superhelicoidales negativas (A W= ±2). 

La formacion de estructuras cruciformes relaja tambien el DNA superheli- 
coidal, porque cada par de bases colocado en una horquilla cruciforme se eli- 
mina practicamente de la tension superhelicoidal. De igual modo, la formacion 
de H-DNA, que deja parte de una cadena sin aparear, tiene el mismo efecto. 

En otras palabras, la imposicion de un alto grado de torsion superhelicoidal 
a una molecula de DNA puede fomentar cualquiera de los siguientes cambios: 
fusion local, formacion de Z-DNA, extension cruciforme, formacion de regio- 
nes de H-DNA y formacion muy probable de algunas otras conformaciones es- 
peciales que no se han descubierto aun. Se producira uno u otro fenomeno en 
funcion de las secuencias especiales existentes en el circulo de DNA en ten- 
sion. Asi por ejemplo: 

■ La presencia de regiones con abundancia de AT, que funden con mayor 
facilidad que las zonas con abundancia de GC, puede favorecer la fusion 
local. 

■ Las zonas con alternancia purina/pirimidina (como ■ ■ • CGCGCG - • ■ ) fa- 
vorecen la formacion de Z-DNA, especialmente si las C estan metiladas 
en el carbono 5. 




FIGURA 4.32 

Efecto de la coomposicion de pares de 
bases sobre la temperatura de desnatu- 
ralizacion del DNA. En el grafico se mues- 
tra el aumento de la temperatura de "fusion" 
del DNA a medida que aumenta su porcentaje 
de (G + C). 

Datos tornados de J. Marmur and P. Doty, J. Mol. Biol. (1962) 
5:120. 



La energia almacenada en el DNA 
superenrollado puede utilizarse para 
impulsar una transformacion 
estructural. 
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■ Las estructuras palindromicas permitiran la extension cruciforme. 

■ Un segmento compuesto fundamentalmente por purinas en una cadena 
y pirimidinas en la otra puede permitir la formation de H-DNA. 

La tension superhelicoidal esta muy extendida y controlada en las moleculas 
de DNA que se encuentran en las celulas. Como veremos en capitulos posterio- 
res, las estructuras especiales descritas aqui desempenan diversos cometidos en 
la regulation de la expresion de los genes. Resulta atrayente la idea de que los ge- 
nes puedan activarse y desactivarse mediante cambios del superenrollamiento. 



RESUMEN 



Existen dos clases de acidos nucleicos, el DNA y el RNA. Cada uno de ellos es un 
polinucleotido, un polimero de cuatro tipos de nucleosidos 5'-fosfato, conecta- 
dos mediante enlaces entre hidroxilos 3' y fosfatos 5'. El RNA tiene el azucar ri- 
bosa, mientras que el DNA posee desoxirribosa. La union fosfodiester es intrin- 
secamente inestable, pero solo se hidroliza lentamente en ausencia de 
catalizadores. Todos los acidos nucleicos existentes en la naturaleza tienen una se- 
cuencia definida o estructura primaria. Los datos iniciales indicaban que el 
DNA podria ser el material genetico, pero hasta que Watson y Crick determina- 
ron en 1953 su estructura secundaria de doble cadena no se puso claramente de 
manifiesto la manera en la que el DNA podria dirigir su propia replication. La 
estructura propuesta por estos autores se basaba en un apareamiento especifico 
entre A y T y entre G y C. La helice es a derechas, con 10 pares de bases por vuel- 
ta. Una estructura de este tipo puede replicarse de una forma semiconservativa, 
como demostraron en 1958 Meselson y Stahl. Existen otras formas de estructu- 
ras polinucleotidicas, la mas importante de las cuales es la forma A, que se en- 
cuentra en dobles helices RNA-RNA y DNA-RNA. In vivo, la mayor parte del 
DNA es de doble cadena; algunas moleculas son circulares. La mayor parte de las 
moleculas de DNA circular que se encuentran en la naturaleza estan superen- 
rolladas. La mayor parte del RNA es de una sola cadena, pero puede plegarse so- 
bre si mismo para formar horquillas y otras estructuras terciarias bien definidas. 

Las funciones biologicas de los acidos nucleicos pueden resumirse breve- 
mente de la siguiente forma: el DNA contiene la information genetica, que se 
transcribe al RNA. Algunas de estas moleculas de RNA actuan como mensaje- 
ros dirigiendo la sintesis de proteinas. El RNA mensajero se traduce en una 
particula denominada ribosoma, utilizando el codigo genetico, para producir 
proteinas. Las tecnicas modernas de biologia molecular nos permiten manipu- 
lar el DNA para fabricar nuevas proteinas y modifkar las existentes. 

El superenrollamiento del DNA puede expresarse mediante la torsion ( T) y 
el retorcimiento (W). Estos terminos estan relacionados con el numero de li- 
gazon (L) mediante la expresion L = T + W. Para formar un enrollamiento su- 
perhelicoidal se requiere un gasto de energia del ATP, utilizando una enzima de- 
nominada girasa. Esta enzima forma parte de una clase de topoisomerasas; 
otras enzimas relajan el DNA superenrollado. 

Los polinucleotidos pueden formar diversas estructuras poco comunes, 
como el DNA a izquierdas (Z-DNA), las estructuras cruciformes y, en algunos 
casos, las helices triples. Las estructuras secundarias de los polinucleotidos pue- 
den modificarse de diversas formas. La helice puede “fundirse”, lo cual implica 
una separation de las cadenas. Este cambio resulta mas facil en las regiones con 
abundantes pares A-T. La energia almacenada en el DNA superhelicoidal pue- 
de fomentar la fusion local del DNA o el cambio a diversas estructuras alterna- 
tivas, como la Z-DNA, las estructuras cruciformes o un tipo especial de es- 
tructura de triple helice denominada H-DNA. 
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PROBLEMAS 



1 . Se analiza un DNA virico y se observa que tiene la siguiente 
composition de bases, en porcentaje molar: A = 32, G = 16, T 
= 40, C = 12. 

(a) iQue conclusion puede extraerse de inmediato acerca de 
este DNA? 

(b) iQue tipo de estructura secundaria cree que tendra? 

2. Dada la siguiente secuencia correspondiente a una cadena de 
un oligonucleotido de doble cadena: 

5 'ACCGTAAGGCTTTAG 3 ' 

(a) Escriba la secuencia de la cadena de DNA complementaria. 

(b) Suponga que sabe que la cadena de arriba tiene fosfato en 
ambos extremos. Escriba la secuencia para indicar este he- 
cho utilizando una nomenclatura aceptada. 

(c) Escriba la secuencia del RNA complementario de la cade- 
na mostrada. 

*3. Algunas secuencias polinucleotidicas existentes en la naturale- 
za son palindromicas, es decir, son autocomplementarias res- 
pecto a un eje de simetria. Un ejemplo de secuencia de este 
tipo es la siguiente: 

• ■ ■ TCAAGTCCATGGACTTGG 
AGT T CAGGT ACCTGAACC 

Indique de que manera podria formar esta estructura una con- 
formation de doble horquilla, o cruciforme. Indique el centro 
de simetria de la secuencia y las uniones cruciformes. 

4. El genoma de E. coli tiene una densidad superhelicoidal in vivo 
de alrededor de -0.06. Suponiendo que el DNA tiene 10.5 
pb/vuelta, ^cual es el numero de retorcimiento esperado del 
genoma de E. coli ? 
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*5. Dada la siguiente secuencia de una molecula de RNA, encuen- 
tre una estructura secundaria que tenga la maxima estabili- 
dad. 

GUCCAGCCAUUGCGUUCGCAAUGGC 

6. La mayor de las moleculas de RNA de doble cadena del virus de 
polihedrosis citoplasmatica contiene 5150 pares de bases (vea- 
se la Tabla 4.5). iQue longitud cabria prever que tuviera esta 
molecula si se colocara extendida? 

7. Un DNA circular de doble cadena contiene 2100 pares de bases. 
Las condiciones de la disolucion son tales que el DNA tiene 
10.5 pares de bases por vuelta. 

(a) iCual es el L 0 de este DNA? 

(b) Se observa que el DNA tiene 12 vueltas superhelicoidales a 
la izquierda. ^Cual es la densidad superhelicoidal <7? 

*8. En un DNA superenrollado, un segmento de unos 20 pares de 
bases pasa de la forma B a la forma Z. ^Cual es el cambio de (a) 
T, (b)Ly(c) W? 

9. De las moleculas de DNA que se indican en la Tabla 4.4, ^cual 
cabria prever que tuviera el valor maximo y el valor minimo de 
t ? 

± m- 

10. Una investigadora aisla el genoma de DNA de un virus. Intenta 
realizar un analisis de fusion, pero obtiene tan solo un 10% de 
hipocromicidad. 

(a) Sugiera una explication para este valor bajo. 

(b) iPor que cree que obtiene esta cantidad? 

1 1 . Un determinado DNA de doble cadena tiene un punto de fu- 
sion de 94°C en las condiciones utilizadas en la Figura 4.32. 
Estime la composition de bases (en porcentaje molar) de este 
DNA. 

*12. Se ha descrito la existencia de una variante de la forma B del 
DNA en presencia de iones Li + . Mediante difraccion de rayos X, 
se observa que esta forma, denominada C-DNA, tiene 9 V 3 , 
pares de bases por vuelta. 

(a) ^Cuantos pares de bases hay en una repetition de esta es- 
tructura? ^Cuantas vueltas hay en una repetition? 

(b) ^Se encuentra el C-DNA torsionado mas o menos estre- 
chamente que el B-DNA? 



(c) ^Favoreceria o no una densidad superhelicoidal elevada al 
C-DNA respecto al B-DNA? 

*13. Un DNA circular cerrado superenrollado se relaja mediante el 
tratamiento con una topoisomerasa. Sea cual sea la cantidad de 
enzima utilizada o el tiempo de realization del experimento, el 
investigador encuentra siempre un patron de electroforesis en 
gel que indica algo de DNA con una, dos y tres vueltas de su- 
perhelice, ademas del circulo relajado (mellado) (vease la figu- 
ra). Sugiera una explication para esta observation. 




Circulo 

mellado 



*14. El colorante etidio es una molecula plana que puede intercalarse 
en los DNA de doble cadena. Esto significa que se desliza entre 
los pares de bases apilados adyacentes y al hacerlo desenrolla la 
helice de DNA alrededor de 26° por cada etidio unido. 

(a) Si se anade etidio a un DNA circular cerrado relajado, ^se- 
ria negativo o positivo el retorcimiento? Expliquelo. 

(b) ^Cual seria el efecto del retorcimiento si el DNA estuviera 
mellado en una cadena? 

(c) Se ha observado que la adicion progresiva de etidio a un 
DNA superenrollado de forma negativa tiene un efecto pe- 
culiar: primero desciende la movilidad electroforetica, pero 
al afiadir mas etidio, de nuevo aumenta. Expliquelo. 
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Introduccion a la difraccion de rayos X 

Hace tan solo unas decadas, no se conoda practicamente nada 
de las estructuras tridimensionales de los acidos nudeicos, las 
proteinas y los polisacaridos. En la actualidad, y en gran par- 
te como resultado de la tecnica de difraccion de rayos X, mu- 
chas de estas moleculas se conocen con un grado de detalle 
que habria dejado atonitos a los bioqulmicos de 1950. El me- 
todo es complicado y solo puede presentarse aqui una breve 
introduccion al mismo, describiendo lo que mide y lo que 
puede obtenerse con el. 



Cuando una radiation de cualquier tipo pasa a traves de 
una estructura repetitiva regular, se observa difraccion. Esto 
significa que la radiation dispersada por los elementos repeti- 
tivos de la estructura presenta un refuerzo de las ondas dis- 
persadas en determinadas direcciones especificas y un debi- 
litamiento de las ondas que van en otras direcciones. En la 
Figura 4A.1 se presenta un ejemplo sencillo, en el que se indi- 
ca la radiation dispersada por una hilera de atomos espaciados 
de manera uniforme. Tan solo en determinadas direcciones 
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FIGURA 4A.1 FIGURA 4A.2 

Difraccion de una estructura muy sencilla, una hilera de atomos o Molecula helicoidal simple, 
moleculas. 



estaran las ondas dispersadas en fase y se interferiran, por tan- 
to, de manera constructiva (se reforzaran) entre si. En todas las 
demas direcciones las ondas estaran fuera de fase y se interfe- 
riran de manera destructiva entre si. Se genera, pues, un pa- 
tron de difraccion. Para que el patron de difraccion este bien 
delimitado, es esencial que la longitud de onda de la radiacion 
utilizada sea algo inferior al espaciamiento regular que existe 
entre los elementos de la estructura. Esta es la causa de que se 
utilicen rayos X en el estudio de las moleculas, puesto que los 
rayos X se caracterizan por tener una longitud de onda de tan 
solo decimas de nanometro. Si el espaciamiento regular exis- 
tente en el objeto que se estudia es grande (como en una per- 
siana de una ventana), podemos observar exactamente el mis- 
mo fenomeno con la luz visible, que tiene una longitud de 
onda miles de veces superior a la de los rayos X. Observaremos 
que un motivo puntual, visto a traves de la persiana de la ven- 
tana, produce un patron de difraccion rectangular de manchas. 

La regia que relaciona los espaciamientos periodicos de 
un objeto con el patron de difraccion es sencilla: a los espa- 
ciamientos cortos en la estructura periodica les corresponden 
espaciamientos grandes en el patron de difraccion, y vicever- 
sa. Ademas, mediante la determinacion de las intensidades re- 
lativas de las diferentes manchas, podemos determinar como 
esta distribuida la materia dentro de cada repeticion de la es- 
tructura. 

Difraccion de fibras 

Consideraremos en primer lugar la difraccion producida por 
moleculas helicoidales, alineadas de manera aproximadamente 
paralela al eje de una fibra tensada. Una molecula helicoidal, 
como la que se representa esquematicamente en la Figura 
4A.2, se caracteriza por determinados parametros: 



La repeticion (c) de la helice es la distancia paralela al eje en la que 
la estructura se repite exactamente. La repeticion contiene 
un numero entero (m) de residuos del pollmero. En la Figura 
4A.2, m = 4. 

El paso (p) de la helice es la distancia paralela al eje de la helice en 
la que esta realiza una vuelta completa. Si hay un numero 
entero de residuos por vuelta (como en este caso), el paso y la 
repeticion son iguales. 

La elevacion (h) de la helice es la distancia paralela al eje, que va 
desde el nivel de un residuo hasta el siguiente, es decir, h= dm. 
Si pensamos en una escalera de caracol como ejemplo de una 
helice, la elevacion es la altura de cada peldano y el paso es la 
distancia desde el lugar en el que uno se encuentra hasta el lu- 
gar correspondiente situado directamente encima. 

Supongamos que deseamos investigar un polimero con la 
estructura helicoidal que se muestra en la Figura 4A.2. Se ex- 
trae una fibra de una disolucion concentrada del pollmero. El 
estiramiento adicional de la fibra producira un alineamiento 
aproximado de las moleculas helicoidales largas con el eje de la 
fibra. A continuation, se coloca la fibra en un haz de rayos X y 
se situa una pellcula fotografica por detras de la misma, como 
se indica en la Figura 4A.3a. El patron de difraccion, que esta 
formado por manchas puntuales o pequenos arcos, tendra el 
aspecto de la Figura 4A.3b. Puede leerse de la siguiente forma: 
segun la teorla de la difraccion, una helice produce siempre un 
patron de este tipo en forma de cruz. Por tanto, sabemos que 
nos encontramos ante una estructura helicoidal. Todas las 
manchas se encuentran en llneas perpendiculares al eje de la fi- 
bra; estas llneas se denominan llneas de capa. El espaciado en- 
tre estas llneas es inversamente proporcional a la repeticion 
de la helice, c, que en este caso es igual al paso. Observese que 
el patron cruzado se repite cada cuarta llnea de capa. Este pa- 
tron de repeticion nos indica que hay exactamente 4.0 residuos 
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FIGURA 4A.3 



Difraccion de fibras. (a) Una fibra en un haz de rayos X. (b) Patron de difraccion. 



por vuelta de la helice. Asi pues, la elevacion de la helice es de 
c/4. Este es el tipo de prueba que llevo a Watson y Crick a de- 
ducir que el B-DNA era una helice con 10 residuos por vuelta. 

La informacion indicada la proporciona directamente el 
patron. Para averiguar la forma exacta en la que estan dis- 
puestos los atomos de cada residuo en cada repeticion, es ne- 
cesario un analisis mas detallado. Generalmente se establece 
un modelo utilizando la repeticion, el paso y la elevacion co- 
rrectos. El establecimiento del modelo se simplifica porque 
conocemos las longitudes de enlace aproximadas y los angulos 
existentes en muchos enlaces quimicos. El modelo ha de ins- 
peccionarse tambien para comprobar que no hay dos atomos 
que se aproximen mas de lo que permiten sus radios de van 
der Waals. A partir de un modelo de este tipo, es posible pre- 
decir las intensidades de las diversas manchas. Estas predic- 
ciones se comparan con las intensidades observadas, y se rea- 
justa el modelo hasta obtener el mejor ajuste posible. La 
determinacion inicial de la estructura del DNA se realizo exac- 
tamente asi. Como puede observar en la Figura 4.9, los patro- 
nes de difraccion real de las fibras no estan tan bien definidos 
como los del ejemplo ideal presentado, debido principalmen- 
te a una alineacion incompleta de las moleculas. 

Difraccion de cristales 

En el estudio de los cristales moleculares, como los formados 
por pequenos oligonucleotidos, moleculas del tipo del tRNA y 
proteinas globulares, el investigador se enfrenta con un pro- 



blema distinto al del estudio de las fibras helicoidales y actua de 
una forma bastante diferente. En la Figura 4A.4 se presenta un 
esquema de un cristal de este tipo. La unidad que se repite es 
ahora la celda unitaria, que puede contener una, dos o mas 
moleculas. La celda unitaria puede considerarse la unidad de 
construccion basica del cristal. La repeticion de la celda unita- 
ria en tres dimensiones (que se indican en la figura mediante 
flechas) crea el cristal completo. Un analogo bidimensional sen- 




FIGURA 4A.4 

Representation esquematica de un cristal molecular. 
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cillo de la celda unitaria del cristal es el patron de repeticion del 
papel de pared. Por muy aleatorio que pueda parecer el patron 
de un papel de pared, si uno se fija lo suficiente, siempre puede 
encontrar una unidad que, por repeticion, llena toda la pared. 

A1 igual que en la difraccion de fibras, el paso de un haz de 
rayos X a traves de un cristal molecular produce un patron de 
difraccion. El patron que se observa en la Figura 4A.5 se ob- 
tuvo a partir de un cristal de un DNA pequeno. De nuevo, el 
espaciado de las manchas nos permite determinar las distan- 
ces que se repiten en la estructura periodica: en este caso, las 
dimensiones x, y, z de la celda unitaria, que se indican en la 
Figura 4A.4 con a, b, c. Pero la informacion importante en 
los estudios de difraccion de cristales es como estan colocados 
los atomos dentro de cada celda unitaria, ya que esa disposi- 
tion describe la molecula. De nuevo, esta informacion esta 
contenida en las intensidades relativas de las manchas de di- 
fraccion existentes en un patron como el que se muestra en la 
Figura 4A.5. Sin embargo, de la difraccion de cristales puede 
extraerse una informacion mas exacta que la del patron de di- 
fraccion de una fibra, ya que las moleculas correspondientes 
de cada celda unitaria del cristal tienen la misma forma y es- 
tan orientadas de la misma manera. En la difraccion de fi- 
bras, las moleculas helicoidales pueden tener los ejes apun- 
tando en la misma direction, pero tienen rotaciones aleatorias 
alrededor de estos ejes. Esta diferencia en la exactitud de la 
disposition puede apreciarse comparando la nitidez del patron 
de difraccion de un cristal que se muestra en la Figura 4A.5 
con el patron de una fibra que se muestra en la Figura 4.9. 

Despues de obtener el patron de difraccion de un cristal mo- 
lecular, el investigador mide las intensidades de un gran nume- 
ro de manchas. Si la molecula que se esta estudiando es peque- 
na, es posible proceder de una manera muy similar a la utilizada 
para los patrones de fibras. Se propone una posible estructura y 
se calculan las intensidades esperadas, que se comparan con las 
intensidades observadas. Se perfecciona la estructura hasta que 
se predicen de manera correcta las intensidades relativas de to- 




FIGURA 4A.5 

Patron de difraccion producido por un cristal 
molecular de un DNA pequeno. 

Cortesfa de C. A. Frederick. 



das las manchas. Sin embargo, un metodo de ese tipo no da re- 
sultado con una molecula tan compleja como el tRNA que se 
muestra en la Figura 4.20, puesto que simplemente no es posi- 
ble imaginar un modelo para una estructura de este tipo. 

;Por que no pasar directamente de las intensidades de las 
manchas a la estructura? La dificultad radica en que parte de la 
informacion contenida en las intensidades de las manchas esta 
oculta. Simplificando enormemente un problema complejo, 
podriamos decir que es como si las cantidades que el investiga- 
dor necesitara para deducir la estructura (que se denominan 
factores de estructura) fueran las raices cuadradas de las in- 
tensidades*. Si la intensidad tiene un valor de, por ejemplo, 25, 
el investigador sabe que el numero que necesita es +5 o -5, 
pero, ;cual de los dos? Este tipo de dilema es el fundamento del 
problema de lafase, que impidio durante muchos anos el avan- 
ce de la cristalografia de moleculas grandes. A comienzos de los 
anos 1950 se descubrio una forma de solucionar este problema. 
Supongamos que puede introducirse un atomo de un metal 
pesado en algun punto de la molecula, de tal forma que no se 
alteren la molecula y el cristal. Este proceso se denomina susti- 
tucion isomorfa. Supongamos ahora que el metal pesado con- 
tribuye con un valor de +2 al factor de estructura de la mancha 
que estabamos comentando. Si el valor original era de +5, el 
nuevo valor sera +7 y el cuadrado sera 49. Si el valor original era 
-5, el valor actual sera -3 y el cuadrado sera 9. El investigador 
obtiene una fotografia de difraccion del cristal con el metal pe- 
sado introducido en el mismo. Si el nuevo cristal tiene una in- 
tensidad de 9 para esta mancha, el factor de estructura original 
debia ser -5 y no +5. Aunque se trata de una simplification 
excesiva, este ejemplo nos proporciona el fundamento del me- 
todo. Generalmente son necesarias muchas sustituciones iso- 
morfas para determinar las fases de los factores de estructura. 

Una vez conocidos los factores de estructura de todas las 
manchas, el investigador puede calcular las posiciones de to- 
dos los atomos de la celda unitaria. Lo que se calcula real- 
mente es una distribution de densidad electronica (Figura 
4A.6), pero esto represen ta lo mismo, ya que las regiones de 
densidad electronica elevada estan donde se encuentran los 
atomos. En la imagen concreta que se muestra en la Figura 
4A.6, estamos viendo un “corte” bidimensional a traves de la 
distribution de densidad electronica tridimensional. 

Conviene revisar ahora los pasos que deben seguirse para 
determinar la estructura tridimensional de una macromo- 
lecula a partir de los estudios de difraccion de cristales: 

1. Obtener cristales satisfactorios. Este paso es con fre- 
cuencia la parte mas dificil del procedimiento, ya que 
los cristales deben ser de buena calidad y han de tener al 
menos unas decimas de milimetro en su dimension mi- 
nima. Los cristales demasiado pequenos no producen 
unos patrones de difraccion nitidos. Conseguir que las 



* Para el lector con una mayor base matematica, senalaremos que los factores 
de estructura son generalmente numeros complejos y pueden representarse, 
por tanto, por vectores en el piano complejo. Lo que determinan las inten- 
sidades son sus amplitudes , pero no se conocen sus fases. 



1 38 



CAPlTULO 4 



ACIDOS NUCLEICOS 




FIGURA 4A.6 

Parte de un mapa de densidad electronics obtenido a partir del 
patron de difraccion del cristal de DNA de la Figura 4A.5. 

Reproducido con permiso de F. L. Suddath, Nature (1974) 248:20-24, fig. 3, p. 22. © 1974 
Macmillan Magazines, Ltd. 



macromoleculas cristalicen bien continua siendo mas 
un arte que una ciencia. 

2. Registrar el patron de difraccion del cristal, y medir las 
intensidades de muchas de las manchas. 

3. Encontrar alguna forma de realizar sustituciones iso- 
morfas en la molecula. Generalmente son necesarias 
dos o mas sustituciones. 

4. Repetir los pasos 1 y 2 para cada derivado isomorfo. 

5. Calcular los factores de estructura y, a partir de ellos, la 
distribucion de densidad electronica. Estos calculos sue- 
len hacerse en un gran ordenador. 
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Resolucion de 0.20 nm 
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Resolucion de 0.15 nm 




FIGURA 4A.7 



Efecto del aumento de la resolucion sobre 
el detalle molecular observado mediante 
difraccion de rayos X. 

De K. D. Watenpaugh, L. K. Sieker y L. H. Jensen, /. Mol. Biol. 
(1 980) 1 38:61 5-633. © 1 980 Academic Press. 



En la mayor parte de los casos, el investigador realizara pri- 
mero este analisis con un numero relativamente reducido de 
manchas, lo que le proporcionara una estructura de baja reso- 
lution. Si todo va bien, se miden luego otras manchas y se per- 
feccionan los calculos para obtener una resolucion mayor. Con 
los mejores cristales, actualmente es posible obtener resolu- 
ciones de alrededor de 0.10 nm. Esta resolucion es suficiente 
para identificar grupos concretos e incluso algunos atomos y 
para mostrar como interactuan unos con otros. En la Figura 
4 A. 7 se muestra detalladamente el anillo fenolico de una ca- 
dena lateral de una proteina observada a distintas resoluciones. 

La mayor parte de las estructuras tridimensionales deta- 
lladas de las macromoleculas biologicas que se muestran en 



este libro se han determinado mediante estudios de difrac- 
cion de rayos X de cristales. En la actualidad se conocen cen- 
tenares de estructuras de este tipo. Este conocimiento repre- 
senta una enorme cantidad de trabajo de muchos laboratories, 
pero los resultados nos permiten comprender la funcion ma- 
cromolecular a un nivel que hubiera resultado increible hace 
bien poco tiempo. 
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Sintesis quimica de oligonucleotidos 

La biologia molecular moderna ha recibido un gran estimulo 
con la posibilidad reciente de sintetizar en el laboratorio oli- 
gonucleotidos de secuencia defmida. Estos oligonucleotidos se 
han utilizado en los estudios de rayos X de la estructura del 
DNA, en la modification de los genes y como cebadores para 
la determination de la secuencia del DNA (vease el Capitulo 
25, Metodo didesoxi). Actualmente existen varios metodos 
para realizar estas sintesis, y algunos de ellos permiten prepa- 
rar polinucleotidos puros de mas de 100 bases de longitud. 
Describiremos una tecnica de este tipo, que puede utilizarse en 
sintetizadores de DNA automations o “maquinas genicas”. 



En primer lugar, es preciso satisfacer varios requisitos para 
obtener un producto puro en una cantidad elevada: 

1. Los residuos han de anadirse uno tras otro, y las reac- 
ciones deben ser muy eficaces. Aunque sean pocas las 
cadenas en crecimiento existentes en la mezcla de reac- 
tion que no incorporen el residuo previsto en cada 
paso, se producira un producto impuro. 

2. Deben encontrarse las condiciones que hagan las reac- 
ciones favorables termodinamicamente. Esto puede 
conseguirse con disolventes no acuosos y con formas 



FIGURA 4B.1 



Sintesis de oligonucleotidos en fase solida 
con el metodo de la fosforamidita. 
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Repetir los pasos 1 , 2 y 3 hasta haber anadido todos los residuos 



J 



Pasos 4, 5 y 6: 

Eliminar todos los grupos de bloqueo de las bases 

Eliminar el — CH 3 de los fosfatos 

Separar la cadena terminada del soporte de silice 






Cadena de oligonucleotfdica 



* Los grupos reactivos de todas las bases se bloquean con reactivos quimicos 

F, — C — [OLJj — C — NH — — Q — Si 

O Q 
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activadas, muy reactivas, de los nucleotidos. Tambien 
pueden facilitate las reacciones con el empleo de agen- 
tes de condensation para eliminar el agua que pueda 
producirse en la reaction. 

3. Con objeto de evitar reacciones colaterales no deseadas, 
deben bloquearse quimicamente todos los grupos po- 
tencialmente reactivos de las moleculas, excepto aque- 
llos cuya reaction se desea obtener. 

Supongamos que deseamos sintetizar un acido desoxirri- 
bonucleico con una secuencia espetifica, como por ejemplo, 

ATTGACTTAGCC 



En la Figura 4B.1 (pagina 139) se ilustra un metodo para con- 
seguirlo. Los monomeros utilizados son fosforamiditas, mo- 
leculas muy reactivas con fosforo trivalente. 



DMTr |-0 



El grupo 
dimetoxitritilo 
bloquea la 
posicion 5' 




Base, con grupos NH 2 
bloqueados en A, C, G 



P — OCH, 

U 

(CH 3 ) 2 CH — N — CH(CH 3 ) 2 
H 



P trivalente 
con O bloqueado 



Observese que los grupos potencialmente reactivos estan blo- 
queados, de manera que no se produciran reacciones colate- 
rales. Las estructuras de los grupos de bloqueo que se utilizan 
habitualmente son las siguientes 



OCHo 




OCH 3 

Dimetoxitritilo 

(DMTr) 



Grupos 
utilizados 
para el 
bloqueo 
de NH 2 en 
las bases 



a 1 - 

Benzoilo 



CH, 



CH. 



3 \ 

c 

/ 



o 



CH — C — 



Isobutirilo 



Como se mdica en la Figura 4B.1, el nucleotido seleccionado 
para ocupar el extremo 3' de la cadena se acopla mediante su 
hidroxilo 3' a un soporte de silice solido. En el primer paso de 
la sintesis, se desprende el grupo DMTr. A continuation se 
anade el siguiente monomero en una forma protonada. Para 
estabilizar el producto, se oxida el fosforo trivalente al estado 
pentavalente, formando un fosfotriester. Este proceso se repi- 
te, de una forma totalmente automatizada, hasta haber com- 
pletado la secuencia completa. Finalmente, se eliminan los 
grupos bloqueantes y se hidroliza la cadena separandola de su 
soporte de silice. 

La necesidad de obtener rendimientos de reaction elevados 
en cada paso puede apreciarse con el siguiente calculo. En el 
ejemplo anterior, son necesarios 11 pasos de adicion. Si el 
rendimiento fuera del 90% en cada paso, el rendimiento final 
del producto deseado seria tan solo del 31%. En la practica, 
habitualmente pueden conseguirse rendimientos de cada paso 
de alrededor del 98%, con lo que se obtiene un rendimiento fi- 
nal del 80%. 
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* Los grupos reactivos de todas las bases se bloquean con reactivos quimicos 
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CAPITUIO 5 



Introduction a las protemas: 

nivel primario de la estructura proteica 



Como hemos visto, una clase de biopolimeros, los acidos nucleicos, 
almacena y transmite la informacion genetica de la celula. Gran parte de esa in- 
formacion se expresa en otra clase de biopolimeros, las protemas. Las protemas 
desempenan una enorme variedad de funciones: unas transportan y almacenan 
moleculas pequenas; otras constituyen gran parte de la organizacion estructu- 
ral de las celulas y los tejidos. La contraccion muscular, la respuesta inmunita- 
ria y la coagulacion de la sangre se producen todas ellas mediante protemas. 
Quiza las mas importantes de todas las protemas sean las enzimas, los cataliza- 
dores que facilitan la enorme variedad de reacciones que canalizan el metabo- 
lismo en rutas esenciales. Para cumplir esta diversidad de funciones cada tipo de 
celula en cada organismo posee varios miles de clases de protemas. 

Las protemas son moleculas extremadamente complejas con el fin de man- 
tener la multiplicidad de sus funciones. Esto puede observarse en la Figura 5.1, 
que representa la estructura molecular de la mioglobina, una proteina que se 
utiliza para almacenar oxigeno en los tejidos animales. En este capitulo y en los 
tres siguientes analizamos con detalle la estructura de algunas protemas, entre 
ellas la mioglobina. Veremos que cada proteina tiene una estructura funcional 
logica y propia, asi como determinadas caracteristicas comunes con todas las de- 
mas protemas. Las estructuras que pueden parecer excesivamente complejas se 
comprenden facilmente cuando se entiende el modo en el que estan dictadas sus 
formas por sus funciones. Empezamos con una description de las unidades de 
estructura quimica comunes a todas las protemas, los aminoacidos. 



Aminoacidos 

ESTRUCTURA de LOS a-AMINOACIDOS 

Todas las protemas son polimeros, y los a-aminoacidos son los monomeros que 
se combinan para formarlas. En la Figura 5.2a se muestra un a-aminoacido re- 
presentative, la valina. El grupo amino esta unido al carbono a, el carbono 
contiguo al grupo carboxilo; de aqui proviene el nombre de a-aminoacido. Al 
carbono oc de cada aminoacido tambien estan unidos un dtomo de hidrogeno y 




Las protemas son polimeros de 20 
a-aminoacidos distintos. 
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FIGURA 5.1 

Estructura tridimensional de la mioglobina. Este 
dibujo historico, de Irving Ceis en colaboracion con John 
Kendrew, representa en forma de modelo de bastones la 
primera protefna cuya estructura se dedujo mediante 
difraccion de rayos X (la mioglobina de cachalote). Por tanto, 
representa nuestra primera indicacion de la complejidad y 
especificidad de la estructura tridimensional de las protefnas. 



© Irving Geis. 
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H 

I 

N 

I 

H 




no ionica 




zwitterion 



(b) Aminoacido generalizado, que forma un zwitterion a pH neutro 



una cadena lateral (R). Los distintos a-aminoacidos se diferencian por sus ca- 
denas laterales. La estructura general de un a-aminoacido puede escribirse de 
la forma que se muestra a la izquierda en la Figura 5.2b. No obstante, esta re- 
presentacion, a pesar de que es quimicamente correcta, no tiene en cuenta las 
condiciones in vivo. Tal como se senalo en el Capitulo 2, la mayor parte de la 
bioquimica se produce en el margen de pH fisiologico proximo a la neutralidad. 
El p K a de los grupos carboxilo y amino de los a-aminoacidos es aproximada- 
mente 2 y 10, respectivamente. Por consiguiente, en la proximidad del pH neu- 
tro, el grupo carboxilato habra perdido un proton y el grupo amino habra cap- 
tado un proton, para dar la forma zwitterion que se presenta a la derecha en la 
Figura 5.2b. Se trata de la forma en que por regia general escribiremos las es- 
tructuras de los aminoacidos. 

En los genes de todos los organismos estan codificados veinte aminoacidos 
diferentes que se incorporan a las proteinas. En la Figura 5.3 se presentan las es- 
tructuras completas de estos aminoacidos; en la Tabla 5.1 se dan otros datos im- 



FICURA 5.2 

Estructura de los a-aminoacidos. (a) La 

valina, un a-aminoacido representative, tiene 
un grupo carboxilo, un grupo amino y un 
hidrogeno en el carbono a, ast como una 
cadena lateral (R) que le proporciona sus 
propiedades distintivas. (b) Este a-aminoacido 
generalizado se presenta tanto en su forma no 
ionica como en la forma zwitterion, a pH 
neutro. En condiciones fisiologicas, los 
aminoacidos se encuentran como formas 
zwitterion en las que el grupo carboxilo ha 
perdido un proton y el grupo amino ha ganado 
uno. Observese que la carga negativa en el 
carboxilo se encuentra deslocalizada entre los 
dos atomos de oxfgeno. 



tabla 5.1 Propiedades de los aminoacidos de las proteinas 



Nombre 


Abreviaturas 


pK a del 

grupo a-COOH 


pK a del 
grupo a-NH 3 + 


piC a de la cadena Masa del 

lateral" ionizable Residuo b (dalton) 


Aparicion" 
en las proteinas 
(% mol) 


Alanina 


A, Ala 


2.3 


9.7 


— 


71.08 


9.0 


Arginina 


R, Arg 


2.2 


9.0 


12.5 


156.20 


4.7 


Asparagina 


N, Asn 


2.0 


8.8 


— 


114.11 


4.4 


Acido aspartico 


D, Asp 


2.1 


9.8 


3.9 


115.09 


5.5 


Cistetna 


C, Cys 


1.8 


10.8 


8.3 


103.14 


2.8 


Glutamina 


Q, Gin 


2.2 


9.1 


— 


128.14 


3.9 


Acido glutamico 


E, Glu 


2.2 


9.7 


4.2 


129.12 


6.2 


Glicina 


G, Gly 


2.3 


9.6 


— 


57.06 


7.5 


Histidina 


H, His 


1.8 


9.2 


6.0 


137.15 


2.1 


Isoleucina 


I, lie 


2.4 


9.7 


— 


113.17 


4.6 


Leucina 


L, Leu 


2.4 


9.6 


— 


113.17 


7.5 


Lisina 


K, Lys 


2.2 


9.0 


10.0 


128.18 


7.0 


Metionina 


M, Met 


2.3 


9.2 


— 


131.21 


1.7 


Fenilalanina 


F, Phe 


1.8 


9.1 


— 


147.18 


3.5 


Prolina 


P, Pro 


2.0 


10.6 


— 


97.12 


4.6 


Serina 


S, Ser 


2.2 


9.2 


— 


87.08 


7.1 


Treonina 


T, Thr 


2.6 


10.4 


— 


101.11 


6.0 


Triptofano 


W, Trp 


2.4 


9.4 


— 


186.21 


1.1 


Tirosina 


Y, Tyr 


2.2 


9.1 


10.1 


163.18 


3.5 


Valina 


V,Val 


2.3 


9.6 


— 


99.14 


6.9 



a Valores aproximados observados para las cadenas laterales de los aminoacidos libres. 

b Para obtener la masa del aminoacido en si, anadir la masa de un mol de agua, 18.02 g. Los valores que se dan son los de las cadenas laterales neutras; para valores 
de pH en los que se han ganado o perdido protones de las cadenas laterales, se aplican valores ligeramente diferentes. 

c Promedio para un gran numero de proteinas. Las proteinas individuates pueden presentar variaciones importantes respecto a estos valores. 
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AMINOACIDOS ALIFATICOS 



H 

+ I 

H,N — C — COO- 
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H 

Glicina (Gly) G 



CH, 



H,N — C — COO- 

I 
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CH, CH, 
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FIGURA 5.3 

Aminoacidos que se encuentran en 
las protemas. Los 20 a-aminoacidos 
que se incorporan a las protefnas se 
encuentran aquf dispuestos en el orden 
que se comenta en el texto. Debajo de 
cada aminoacido esta su nombre, su 
abreviatura de tres letras y su abreviatura 
de una letra. 



portantes. Observese que la prolina se ha puesto aparte en la Figura 5.3. La 
prolina es un aminoacido ciclico, porque la cadena lateral esta enlazada de nue- 
vo con el atomo de nitrogeno, formando un anillo. En ocasiones se la denomi- 
na incorrectamente un iminoacido. 

ESTEREOQUIMICA DE LOS a-AMINOACIDOS 

Las formulas en el piano, como las que se presentan en la Figura 5.3, no evi- 
dencian algunas de las caracteristicas importantes de la estructura de los ami- 
noacidos. Los enlaces alrededor del carbono a son tetraedricos, como seria de 
esperar, por lo que la representacion tridimensional de un aminoacido que se 
presenta en la Figura 5.4a es mas realista. La misma caracteristica puede repre- 
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FIGURA S.4 

Representaciones tridimensionales de los 
a-aminoacidos. (a) Este modelo de bolas y bastones 
presenta los angulos de enlace y la disposition tridimensional de 
los atomos. El carbono a es quiral, con enlaces tetraedricos. 

(b) En esta presentation compacta, las cunas solidas 
representan enlaces que sobresalen y las cunas sombreadas 
representan enlaces retrafdos. 



FIGURA 5.5 

Estereoisomeros de los a-aminoacidos. 

(a) La L-alanina y su enantiomero la D-alanina 
se presentan en modelos de bolas y bastones. 

La cadena lateral de la alanina es — CH 3 . Los 
dos modelos son imagenes especulares, que no 
pueden superponerse. (b) Los mismos dos 
enantiomeros en una representation mas 
compacta. 



sentarse de forma mas compacta del modo que se muestra en la Figura 5.4b. 
Aqui, las cunas solidas representan enlaces que sobresalen de la pagina, mientras 
que las cunas rayadas representan enlaces que se extienden hacia el fondo de la 
pagina. 

Cuando un atomo de carbono tiene cuatro sustituyentes distintos fijados a 
el, formando una molecula asimetrica, se dice que el carbono es quiral, un 
centro de quiralidad o un estereocentro. Tambien se le stiele llamar simple- 
mente carbono asimetrico. Si una molecula contiene un carbono asimetrico, 
existen dos estereoisomeros distinguibles; se trata de imagenes especulares que 
no se ptieden stiperponer una a la otra, o enantiomeros, como se muestra en la 
Figura 5.5. Las formas de la alanina que se muestran en esa figura se denominan 
enantiomeros l y d*. Los enantiomeros L y D pueden distinguirse entre si ex- 
perimentalmente debido a que sus soluciones rotan el piano de la luz polariza- 
da en direcciones opuestas. Por esta razon, los enantiomeros se Hainan a veces 
isomeros opticos. Todos los aminoacidos, excepto la glicina, pueden existir en 
las formas D y L, ya que en todos los casos el carbono a es quiral. La unica ex- 
cepcion es la glicina, dado que dos de los grupos unidos al carbono a son igua- 
les (H), con lo que se elimina la quiralidad. 



* Quienes esten familiarizados con la quimica organica moderna sabran que existen dos sistemas 
para distinguir los estereoisomeros: el anterior sistema D-L y el sistema R-s, mas reciente y de mayor al- 
cance. En el Capitulo 9 se comentaran los dos con mas detalle. 
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Todos los a-aminoacidos menos la 
glicina contienen un carbono a 
asimetrico y en consecuencia tienen 
enantiomeros l y d. En las proteinas 
solo se encuentran los enantiomeros l. 



Para nuestros fines, el hecho importante es que todos los aminoacidos que in- 
corporan los organismos a las proteinas son de la forma L. Aunque es evidente que 
las mezclas aleatorias de los aminoacidos d y l no podrian formar estructLiras 
proteicas tan precisas como la de la Figura 5.1, es sorprendente la preferencia ab- 
soluta del isomero L. De hecho, veremos que cada una de las tres clases princi- 
pales de macromoleculas biologicas tiene una fuerte preferencia por una u otra 
clase de estereoisomero. La mayor parte de los polisacaridos naturales emplean 
azucares D, y asimismo lo hacen el DNA y el RNA. Puede ser que la interaccion 
mutua entre estas sustancias haya establecido estas relaciones muy pronto du- 
rante la evolucion de la vida. Pero, ,;por que se eligio un conjunto determinado 
de enantiomeros? Es dificil ver como los aminoacidos L tienen alguna superio- 
ridad intrinseca sobre sus isomeros D en lo que se refiere a la funcion biologi- 
ca. De hecho, los aminoacidos D existen en la naturaleza, y algunos desempenan 
funciones bioquimicas importantes (en la Tabla 5.2 se presentan algunos ejem- 
plos), pero nunca se hallan en las proteinas. 
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Muchos cientificos han intentado dar explicaciones a esta “preferencia de la- 
teralidad” en biologia. La mayoria de ellos apuntan hacia una asimetria intrin- 
seca en el comportamiento de las particulas subnucleares, un tipo de asimetria 
que proporciona a los electrones que se emiten en la desintegracion / 3 un espin 
preferente a izquierdas. Dichas influencias son muy debiles pero podrian, en una 
competition entre organismos primitivos que utilizaran proteinas L o D, dar una 
ligera ventaja a uno u otro. Tras miles de millones de generaciones, hasta una pe- 
quena ventaja puede ser aplastante. 

Recientemente, utilizando metodos modernos de sintesis, como los que se 
describen en Herramientas de la Bioquimica 5D, se ha logrado sintetizar “pro- 
teinas” utilizando todos los aminoacidos D. Estas estructuras son las imagenes 
especulares de las proteinas naturales correspondientes. Una de estas proteinas 
D sintetizadas es la imagen especular de una proteasa (una enzima fragmenta- 
dora de proteinas) del virus de la inmunodeficiencia humana, VIH (vease la 
Bibliografia). Mientras que su equivalente natural L fragmenta las proteinas 
naturales L, esta enzima sintetica fragmentary tan solo las que contienen ami- 
noacidos D. Por consiguiente, seria posible la “vida d”. 

Para la mayor parte de nuestras consideraciones en este capitulo y en los si- 
guientes, la quiralidad de los aminoacidos no es un punto vital. En consecuen- 
cia, no dibujaremos sus estructuras indicando la quiralidad sino que, como en 
el caso de la Figura 5.3, las escribiremos con el grupo amino a la izquierda, el 
carboxilo a la derecha y el grupo R en la parte superior. 



PROPIEDADES DE LAS CADENAS LATERALES DE LOS AMINOACIDOS: 
CLASES DE a-AMINOACIDOS 



Los 20 aminoacidos contienen, en sus 20 cadenas laterales diferentes, una no- 
table coleccion de grupos quimicos. Es esta diversidad de los monomeros la que 
permite a las proteinas exhibir una variedad tan grande de estructuras y pro- 
piedades. Si examinamos la Figura 5.3, resulta evidente que existen varias clases 
diferentes de cadenas laterales, que se distinguen por sus caracteristicas quimi- 
cas dominantes. Estas caracteristicas incluyen el caracter hidrofobo o hidrofilo, 
la naturaleza polar o no polar, y la presencia o ausencia de grupos ionizables. Se 
han propuesto muchas formas de clasificar los aminoacidos, pero ninguna de 
ellas resulta totalmente satisfactoria. Comentaremos los aminoacidos en un 
orden que permita recordarlos con facilidad: la disposition que muestra la 
Figura 5.3, que va desde el mas simple al mas complejo. 



La variedad de cadenas laterales de los 
aminoacidos permite que las proteinas 
gocen de una gran versatilidad 
estructural. 



Aminoacidos con cadenas laterales alifaticas 

Glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina poseen cadenas laterales ali- 
faticas, o alcanos. A medida que progresamos desde la izquierda hacia la 
derecha a lo largo de la fila superior de la Figura 5.3, el grupo R se extien- 
de mas y se hace mas hidrofobo. La isoleucina, por ejemplo, tiene una 
tendencia mucho mayor a pasar desde el agua a un disolvente de hidro- 
carburos, que la glicina. Los aminoacidos mas hidrofobos, como la isoleucina, 
se encuentran normalmente en el interior de las moleculas proteicas, donde 
estan protegidos del agua. La prolina, que es dificil de encajar en alguna ca- 
tegoria, comparte muchas propiedades con los aminoacidos alifaticos. A pesar 
de que se trata de un aminoacido ciclico, su cadena lateral tiene un carac- 
ter principalmente alifatico. Sin embargo, la rigidez del anillo, en comparacion 
con la flexibilidad de la mayoria de las cadenas laterales de los aminoacidos, 
suele dificultar el plegado de los residuos de prolina en las estructuras pro- 
teicas. 
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Aminoacidos con cadenas laterales que contienen hidroxilo o azufre 
En esta categoria podemos situar a la serina, cisteina, treonina y metionina. Estos 
aminoacidos, debido a que sus cadenas laterales son debilmente polares, son en 
general mas hidrofilos que sus analogos alifaticos, a pesar de que la metionina es 
bastante hidrofoba. En este grupo, puede destacarse la cisteina en dos aspectos. 
En primer lugar, la cadena lateral puede ionizarse a pH ligeramente elevado: 



5H 
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K,N — C— COO 

I 

H 



p K a = 8,3 



s 
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En segundo lugar, puede producirse una oxidacion entre pares de cadenas late- 
rales de cisteina para formar un enlace disulfuro: 
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El producto de esta oxidacion recibe el nombre de cistina. No la hemos in- 
cluido entre los 20 aminoacidos porque la cistina se forma siempre por oxida- 
cion de dos cadenas laterales de cisteina y no esta codificada por el DNA. La pre- 
sencia de estos enlaces disulfuro entre los residuos de cisteina en las proteinas 
suele desempenar un papel estructural importante. 

Aminoacidos aromaticos 

Existen tres aminoacidos, fenilalanina, tirosina y triptofano, que presentan ca- 
denas laterales aromaticas. La fenilalanina, junto con los aminoacidos alifaticos 
valina, leucina e isoleucina, es uno de los aminoacidos mas hidrofobos. La ti- 
rosina y el triptofano tambien presentan un caracter ligeramente hidrofobo, 
aunque atenuado por los grupos polares de sus cadenas laterales. Ademas, la ti- 
rosina puede ionizarse a pH elevado: 



FIGURA 5.6 

Espectros de absorcion de los 
aminoacidos aromaticos en la region del 
ultravioleta cercano. El triptofano (rojo) y 
la tirosina (azul) dan cuenta de la mayorfa de 
la absorbancia UV de las protefnas a alrededor 
de 280 nm. Observese que la escala de 
absortividad es logantmica; el triptofano 
absorbe con una intensidad centenares de 
veces superior a la de la fenilalanina (negro). 
No obstante, comparados con los acidos 
nucleicos, los aminoacidos solo absorben 
debilmente en el UV; vease la Figura 4.5 para 
la comparacion. 

Tornado de D. Wetlaufer, Adv. Protein Chem. (1 962) 

1 7:303-390. © 1962 Academic Press. 
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Los aminoacidos aromaticos, como la mayoria de los compuestos que llevan 
anillos conjugados, absorben luz con fuerza en la region del espectro ultravio- 
leta cercano (Figura 5.6). Esta caracteristica se usa con frecuencia para la de- 
teccion analitica de las proteinas, midiendo la absorcion a 280 nm. 
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Aminoacidos basicos 

Histidina, lisina y arginina llevan grupos basicos en sus cadenas laterales. Estan 
representados en la Figura 5.3 en la forma que existen a valores de pH proximos 
a la neutralidad. La histidina es el menos basico de los tres y, como muestra su 
curva de titulacion (Figura 5.7a), el anillo imidazol de la cadena lateral del 
aminoacido libre pierde su proton a un pH de aproximadamente 6. (En la 
Tabla 5.1 se presentan los valores de p K a de las cadenas laterales de los amino- 
acidos libres.) Cuando la histidina se incorpora a las proteinas, el p K a se eleva 
hasta aproximadamente 7 (Tabla 5.3). Dado que la cadena lateral de la histidi- 
na puede intercambiar protones cerca del pH fisiologico, suele participar a me- 
nudo en la catalisis enzimatica que comporta la transferencia de protones. La li- 
sina y la arginina son aminoacidos mas basicos y, como indican sus valores de 
pK a (Tablas 5.1 y 5.3), sus cadenas laterales estan siempre cargadas positiva- 
mente en condiciones fisiologicas. 

Los aminoacidos basicos son muy polares y en consecuencia suelen hallar- 
se normalmente en las superficies exteriores de las proteinas, donde pueden hi- 
dratarse por el entorno acuoso que les rodea. 

Aminoacidos acidos y sus amidas 

El acido aspartico y el acido glutamico son los linicos aminoacidos que llevan 
cargas negativas a pH 7; en la Figura 5.3 estan representados en las formas anio- 
nicas. La curva de titulacion del acido aspartico se presenta en la Figura 5.7b. 
Los valores de p K a de los aminoacidos acidos son tan bajos (vease la Tabla 5.3) 
que incluso cuando los aminoacidos se incorporan a las proteinas, la carga 
negativa de la cadena lateral se conserva en condiciones fisiologicas. Por lo 
tanto, se suele denominar a estos residuos de aminoacidos aspartato y gluta- 
mato (esto es, sus bases conjugadas en lugar de los acidos). 



tabla 5.3 Margeries habituales 
observados para los 
valores de p K a de los 
grupos existentes en las 
proteinas 



Margen de piC a 

Tipo de grupo habitual 0 



a-Carboxilo 


3. 5-4.0 


Carboxilos de las cadenas 


4. 0-4.8 


laterales de los acidos 
aspartico y glutamico 


Imidazol (histidina) 


6.5-7.4 


Cisteina ( — SH) 


8. 5-9.0 


Fenolico (tirosina) 


9.5-10.5 


a-Amino 


8.0-9. 0 


Cadena lateral amino 


9.8-10.4 


(lisina) 


Guanidinilo (arginina) 


-12 



“ Se observan valores que se encuentran fuera de es- 
tos margenes. Por ejemplo, se han descrito carboxi- 
los de cadena lateral con valores de pfC a de hasta 7.3. 





Moles de OH anadidos por mol de acido aspartico 



(a) 



(b) 



FIGURA 5.7 

Curvas de titulacion de los aminoacidos con cadenas laterales ionizables. 

Los puntos corresponden a valores de pK a y se presentan las formas predominantes a 
distintos valores de pH. Los hidrogenos labiles aparecen en rojo. (a) Histidina. (b) 
Acido aspartico. En cada caso se supone que la solucion de partida se ha ajustado a 
pH < 2 anadiendo H + al aminoacido disuelto. 
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Los acidos aspartico y glutamico estan acompanados por sus amidas, la as- 
paragina y la glutamina. A diferencia de sus analogos acidos, la asparagina y la 
gkitamina tienen cadenas laterales sin carga, aunque son claramente polares. 
Como los aminoacidos basicos y los acidos, tambien son claramente hidrofilos 
y tienden a encontrarse en la superficie de las moleculas de proteina, en contacto 
con el agua que los rodea. 



En ocasiones las cadenas laterales de 
los aminoacidos se modifican tras su 
incorporacion a una proteina. 



AMINOACIDOS MODIFICADOS 

Hasta el momento hemos considerado los 20 aminoacidos que estan codifka- 
dos en el DNA y que se incorporan directamente a las proteinas. No obstante, 
el repertorio de grupos de las cadenas laterales en las proteinas resulta adorna- 
do por la capacidad de algunos aminoacidos de modificarse quimicamente una 
vez se han ensamblado en las proteinas. A continuacion, se dan las representa- 
ciones de algunos de estos aminoacidos modificados , con el grupo modificador 
en rojo. 



nh 3 



1 

CM 

CO 

o 

CL 


OH 

1 


1 

H — S C — OH 
1 


-OOC COO- 

\ / 


0 


CH 


CH, 


CH 


1 


/ \ 


1 


1 


CH, 
1 £ 


CH, CH, 


pC h 2 


CH, 


+ ' 




+ 1 


+ 1 


,N — C — COO- 


H,N C — COO- 

1 


H 3 N— ,c — COO- 


h 3 n— C— COO- 


H 


1 

H 


H 


H 


Fosfoserina 


4-Hidroxiprolina 


5-Hidroxilisina 


Acido 

y-carboxiglutamico 



Volveremos a estudiarlos cuando nos encontremos con proteinas especificas 
en las que se haya producido esta modificacion. 

Los aminoacidos de las proteinas no son en modo alguno los unicos que se 
encuentran en los organismos vivos. Muchos otros aminoacidos desempenan 
cometidos importantes en el metabolismo. En la Tabla 5.2 se presenta una lis- 
ta parcial. Observese que no todos son a-aminoacidos, y que no todos los 
a-aminoacidos son los enantiomeros l. En capitulos posteriores nos encontra- 
remos de nuevo con todos los aminoacidos de esta tabla. 



Peptidos y enlace peptidico 

PEPTIDOS 

Los aminoacidos pueden unirse entre ellos de modo covalente por formacion de 
un enlace amida entre el grupo a-carboxilo de un aminoacido y el grupo 
a-amino de otro. Este enlace suele denominarse enlace peptidico, y los pro- 
ductos que se forman a partir de esta union se llaman peptidos. En la Figura 5.8 
se presenta la formacion de un enlace peptidico entre la glicina y la alanina. En 
este caso el producto se llama un dipeptido, porque se han combinado dos 
aminoacidos. La reaccion puede considerarse una simple eliminacion de una 
molecLila de agua entre el grupo carboxilo de un aminoacido y el grupo amino 
del otro. Observese que la reaccion de la Figura 5.8 aun deja un grupo H 3 N — 
disponible en un extremo del dipeptido, y un grupo carboxilo sin reaccionar en 
el otro. En consecuencia, en principio la reaccion puede continuarse anadiendo, 
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FIGURA 5.8 

Formacion de un peptido. Cuando se 
unen dos aminoacidos, se forma un enlace 
peptfdico. Aquf se representa el dipeptido 
glicilalanina (Cly-Ala) que se forma cuando la 
glicina se une a la alanina con la eliminacion 
de una molecula de agua. 



por ejemplo, un acido glutamico a un extremo y una lisina al otro para produ- 
cir el tetrapeptido que aparece en la Figura 5.9. Cada vez que se anade un ami- 
noacido a la cadena, debe eliminarse otra molecula de agua. La portion de 
cada aminoacido que permanece en la cadena se denomina residuo de aminoa- 
cido. De este modo, el residuo alanilo en el tetrapeptido de la Figura 5.9 es 



— N— C C — 

I I 

H H 

Colectivamente, las cadenas que solo contienen unos pocos residuos de 
aminoacidos (como un tetrapeptido) se denominan oligopeptidos. Si la cade- 
na es muy larga, se llama polipeptido. La mayoria de los oligopeptidos y los po- 
lipeptidos conservan un grupo amino que no ha reaccionado en un extremo 
(que se llama amino terminal o N-terminal) y un grupo carboxilo sin reaccio- 
nar en el otro extremo (el carboxilo terminal o C- terminal). Las excepciones son 
algunos oligopeptidos ticlicos pequenos, en los que se han unido los N-termi- 
nales y los C-terminales. Ademas, muchas proteinas tienen los N-terminales blo- 
queados por grupos N-formilo o AT-acetilo, y unos pocos tienen carboxilos 
C-terminales que se han modificado a amidas (Figura 5.10). 

Al escribir la secuencia de un oligopeptido o polipeptido, resultaria pro- 
blematico deletrear todos los nombres de los residuos de aminoacidos. Por este 
motivo, los bioquimicos suelen escribir estas secuencias mediante las abrevia- 



Los oligopeptidos y los polipeptidos se 
forman por polimerizacion de los 
aminoacidos. Todas las proteinas son 
polipeptidos. 
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C-terminal 



Un tetrapeptido. Podemos imaginar que se anade acido 
glutamico y lisina a los extremos amino y carboxilo del dipeptido 
Cly-Ala que aparece en la Figura 5.8, para formar el tetrapeptido 
Glu-Gly-Ala-Lys. 



+ 

N-terminal 

FIGURA 5.9 



turas de tres letras o de una letra que se presentan en la Figura 5.3. Por ejemplo, 
el oligopeptido que aparece en la Figura 5.9 podria escribirse como 

Glu-Gly-Ala-Lys 
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FIGURA 5.10 

Crupos que pueden bloquear los N- o 
C-terminales en las proteinas. El 

bloqueo del N-terminal por parte de un grupo 
formilo o acetilo es mas comun que la 
modification del C-terminal para dar lugar a 
una amida. 



Observese que el convenio consiste en escribir siempre el N-terminal a la iz- 
quierda y el C-terminal a la derecha. 

Todas las proteinas son polipeptidos. Por este motivo, el conocimiento de la 
naturaleza de los polipeptidos y del enlace peptidico es una parte tan importante 
de la bioquimica. 

LOS POLIPEPTIDOS COMO POLIANFOLITOS 

Ademas del grupo amino lib re en el N-terminal y el grupo carboxilo libre en el 
C-terminal, los polipeptidos suelen contener algunos aminoacidos que tienen 
grupos ionizables en sus cadenas laterales. Estos distintos grupos poseen una 
amplia gama de valores de p K a , como se observa en la Tabla 5.3, pero son todos 
grupos debilmente acidos o basicos. Por esto, los polipeptidos son ejemplos 
excelentes de los polianfolitos descritos en el Capitulo 2. 

El tipo de comportamiento que se observa durante la titLilacion de un oli- 
gopeptido o un polipeptido esta ejemplificado por el tetrapeptido (Gki-Gly-Ala- 
Lys) de la Figura 5.9. Podemos imaginar que empezamos con el tetrapeptido en 
una disolucion muy acida, por ejemplo a pH 0. A este pH, que se encuentra por 
debajo del p K a de cualquiera de los grupos presentes, todos los residuos ioni- 
zables estaran en sus formas protonadas: 
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Todos los grupos amino estan cargados positivamente, y todos los carboxilos tie- 
nen una carga igual a cero. Por consiguiente, el conjunto de la molecula tiene 
una carga de +2 a este pH. 

Si ahora imaginamos que se eliminan los protones de la disolucion (por 
ejemplo, por titulacion con NaOH), los diversos grupos perderan los protones 
a valores de pH cercanos a sus valores de p K a . En la Figura 5.11 se representa la 
evolution de esta titulacion. A medida que se eliminan los protones, elevando- 
se el pH, mas grupos quedan desprotonados. Disminuye la carga positiva y 
pasa por cero en el punto isoelectrico (vease la pagina 52 en el Capitulo 2). A1 
anadirse mas base la molecula pasa a tener carga negativa, llegando finalmente 
a una carga neta de -2 a un pH muy elevado. 

Veremos que estos efectos del cambio de pH son importantes en la bioqui- 
mica en general, y en la quimica de las proteinas en particular. En ocasiones, in- 
cluso un pequeno cambio de pH modificara significativamente la constelacion 
de cargas con la que una molecula de proteina se enfrenta a su entorno, y en 
consecuencia modificara significativamente su comportamiento. La solubili- 
dad de muchas proteinas es minima en el punto isoelectrico, puesto que las mo- 
leculas ya no se repelen unas a otras cuando su carga neta es igual a cero (vea- 
se la Figura 2.21). 

El hecho de que las distintas proteinas y oligopeptidos tengan distintas car- 
gas netas a un pH determinado suele aprovecharse para su separation, bien por 
electroforesis (vease Herramientas de la Bioquimica 2A), o por cromatografia de 
intercambio ionico (vease Herramientas de la Bioquimica 5A). 



Los aminoacidos, los peptidos y las 
proteinas son anfolitos; cada uno de 
ellos tiene un punto isoelectrico. 




FIGURA 5.11 

Comportamiento polianfolitico de un tetrapeptido. Esta 
curva de titulacion para el tetrapeptido Glu-Gly-Ala-Lys (Figura 5.9) 
muestra las formas principales presentes a varios valores de pH. Los 
grupos que pueden cargarse estan indicados por +, — , o •, segun 
lleven una carga positiva, negativa o cero a un pH determinado. 

Las cargas netas aparecen en rojo. 



Moles de OH anadidos por mol de tetrapeptido 
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ESTRUCTURA DEL ENLACE PEPTIDICO 



El enlace peptidico es casi piano y esta 
favorecida la forma trans. 



A continuacion, pasamos a examinar la naturaleza del enlace que se ha forma- 
do uniendo los aminoacidos. En el dipeptido de la Figura 5.8 (Gly-Ala), la por- 
cion sombreada de azul contiene el enlace peptidico. Este enlace amida, que se 
halla entre todos los pares de residuos de una proteina, tiene algunas propie- 
dades muy importantes para la estructLira proteica. Por ejemplo, casi invaria- 
blemente los enlaces — C=0 y — N — H son aproximadamente paralelos; de 
hecho, los atomos O, C, N y H son habitualmente coplanares. Hay poca posi- 
bilidad de giro alrededor del enlace C — N porque el enlace peptidico tiene una 
parte importante de caracter de doble enlace. El enlace peptidico puede consi- 
derarse un hibrido de resonancia de dos formas: 



0 



^ / 

c — N 
/ \ 



H 



\ +/ 

C = N 
/ \ 



o 



O. 

q+/ 

C — N 
/ \ 



H 



En la Figura 5.12a aparece una representacion esquematica de la densidad elec- 
tronica alrededor del enlace peptidico, y en la Figura 5.12b se presentan las 
longitudes y los angulos de enlace. 

Siendo coplanares, el grupo de atomos alrededor del enlace peptidico pue- 

figura 5.12 de adquirir dos configuraciones posibles, trans y cis: 

Estructura del enlace peptidico. (a) La 
deslocalizacion de los orbitales electronicos n 
sobre O — C — N explica el caracter parcial de 
doble enlace del enlace C — N. (b) Aquf se 
presentan los valores aceptados actualmente 
para las longitudes y angulos de enlace. Las 
longitudes de enlace estan en nanometros 
(nm). 
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(a) Caracter parcial de doble enlace 
de un enlace peptidico 



(b) Longitudes y angulos de enlace 
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En realidad, suele estar favorecida la forma trans, dado que en la configuracion 
cis pueden interferir estericamente los grupos R voluminosos sobre los carbo- 
nos a adyacentes. La exception mas importante es el enlace en la secuencia 
X — Pro, donde X es cualquier otro aminoacido. En este enlace, en ocasiones se 
permite la configuracion cis, a pesar de que la configuracion trans aun resulta fa- 
vorecida en una proportion de 4:1. 



ESTABILIDAD Y FORMACION DEL ENLACE PEPTlDICO 



La Figura 5.8 y nuestro comentario sobre ella implicaban que un enlace peptidico 
puede formarse por elimination de una molecula de agua entre dos aminoaci- 
dos. En realidad, en un entorno acuoso este proceso no esta favorecido termo- 
dinamicamente. El cambio de energia libre de esta reaction a temperatura am- 
biente en solution acuosa es de aproximadamente +10 kj/mol. Por consiguiente, 
la reaction favorecida en estas condiciones es la hidrolisis del enlace peptidico: 



El enlace peptidico es metaestable. Las 
proteinas se hidrolizan en disolucion 
acuosa cuando esta presente un 
catalizador. 
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y el equilibrio se encuentra muy desplazado hacia la derecha. No obstante, la 
reaction sin catalizar es sumamente lenta a pH y temperatura fisiologicos. 
Como los polinucleotidos, los polipeptidos son metaestables, y solo se hidrolizan 
rapidamente en condiciones extremas o cuando estan presentes catalizadores. 

La hidrolisis peptidica puede catalizarse de distintas maneras. Un metodo ge- 
neral, que fragmenta todos los enlaces peptidicos, consiste en calentarlos en 
un acido mineral fuerte (normalmente HC1 6 m). Se logra una catalisis mas es- 
pecifica mediante enzimas proteoliticas o proteasas. Muchas de estas enzimas 
son especificas con relation a los enlaces que fragmentan; varias de ellas se 
muestran en la Tabla 5.4. Algunas de estas enzimas se secretan al tubo digesti- 



table 5.4 Especificidades de secuencia de algunas enzimas proteoliticas 
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animales, muchos otros orlgenes 
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Ri = Arg 


De la sangre; toma parte 
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Proteasa V-8 


Rj = Asp, Glu 


De Staphylococcus aureus 


Prolilendopeptidasa 


Ri = Pro 


Rinon de cordero, otros tejidos 


Subtilisina 


Muy poca especificidad 


De varios bacilos 


Carboxipeptidasa A 


R 2 = aminoacido 
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de los animales 


Termolisina 


R 2 = Leu, Val, lie, Met 


De Bacillus thermoproteolyticus 



a Los residuos indicados son los proximos donde la rotura es mas probable. Observese que, en algunos 
casos, la preferencia esta determinada por el residuo del lado N-terminal del enlace roto (R x ) y, algunas 
veces, por el residuo del lado C-terminal. Generalmente, las proteasas no rompen donde la prolina esta al 
otro lado del enlace. Ni aun la prolilendopentidasa rompe si R 2 = Pro. 
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FIGURA 5.13 

Reaccion del bromuro de cianogeno. 

Esta reaccion rompe espedficamente el enlace 
peptfdico en el lado del carboxilo de la 
metionina de cualquier polipeptido y convierte 
la Met en homoserina lactona, un ester interno 
en el que interviene el carboxilo y los grupos 
hidroxilo de la homoserina. Los lugares de 
ruptura estan indicados por un A. 
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vo de los animales, donde fragmentan las protemas para su posterior digestion. 
Otras, como la papaina, se encuentran en algunos tejidos vegetales. La existen- 
cia de Lin conjunto de estas enzimas con lugares de corte especifico es muy ritil 
para el bioquimico, ya que permiten la fragmentation de los polipeptidos de un 
modo bien definido. Una reaccion no enzimatica que rompe un enlace peptidico 
especifico utiliza el reactivo bromuro de cianogeno (BrC=N). Este rompe es- 
pecificamente el enlace peptidico por el lado del carboxilo de los residuos de 
metionina (Figura 5.13). Mas tarde veremos la forma en que estas reacciones es- 
pecificas de rotura pueden ayudar en la determinacion de la secuencia de resi- 
duos de una proteina. 

Como en el caso de los polinucleotidos, la inestabilidad termodinamica de 
los polipeptidos plantea la cuestion de como pueden sintetizarse en el medio 
acuoso de la celula. Puede que ya hayan adivinado la respuesta: se precisa el aco- 
plamiento de la reaccion de sintesis con la hidrolisis de compuestos de fosfato 
de energia elevada. De hecho, todos los aminoacidos deben activarse por una 
reaccion dirigida por el ATP antes de que puedan incorporarse a las protemas. 
Mas adelante, en este capitulo, presentaremos un breve esbozo del proceso. 
Antes es conveniente describir la clase de polipeptidos mas importante: las pro- 
temas. 



Cada proteina tiene una secuencia de 
aminoacidos unica y definida, su 
estructura primaria. 



Protemas: polipeptidos de secuencia definida 

Las protemas no son solo polipeptidos: son polipeptidos de secuencia definida. 
Cada proteina tiene un orden definido de residuos de aminoacidos. Como en 
el caso de los acidos nucleicos, esta secuencia se denomina estructura primaria 
de la proteina. En capitulos posteriores veremos que este es el nivel funda- 
mental de estructura sobre el que se basan los niveles de organization mas ele- 
vados. 
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La Figura 5.14 presenta la secuencia de aminoacidos de la mioglobina de ca- 
chalote, la protelna cuya estructura tridimensional vimos en la Figura 5.1. 
Tambien se indica la secuencia de la mioglobina humana, la proteina que rea- 
liza la misma funcion de almacenamiento de oxigeno en el ser humano. Del exa- 
men de estas secuencias son evidentes dos cosas. En primer lugar, las proteinas 
son polipeptidos largos. La mioglobina de cachalote contiene 153 aminoaci- 
dos, igual que la mioglobina humana. No obstante, se encuentran entre las 
proteinas mas pequenas; algunas proteinas tienen secuencias que incluyen mu- 
chos cientos o incluso miles de residuos de aminoacidos. En segundo lugar, a pe- 
sar de que las dos secuencias de mioglobina son similares, no son identicas. Su 
similitud es suficiente para que cada una de ellas realice la misma funcion bio- 
quimica; por tanto, las llamamos a cada una mioglobina. Pero no son total- 
mente iguales, puesto que han pasado muchos millones de anos desde que los 
cachalotes y los seres humanos tuvieron un antepasado comun. Las proteinas 



FIGURA 5.14 

Secuencias de aminoacidos de la 
mioglobina de cachalote y de la 
mioglobina humana. Se utilizan las 
abreviaturas de una letra de los 
aminoacidos; la numeracion de los 
aminoacidos se inicia en el N-terminal. De 
los 153 residuos de aminoacidos, 128 
(84%) son identicos en los seres humanos 
y los cachalotes. Si incluimos las 16 
sustituciones conservadoras (p. ej., 
isoleucina por leucina) las dos proteinas 
son homologas en un 94%. 
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CAPlTUIO 5 



INTRODUCCION A LAS PROTEINAS: NIVEL PRIMARIO DE LA ESTRUCTURA PROTEICA 



Algunas proteinas contienen dos o 
mas cadenas polipeptidicas que se 
mantienen juntas mediante fuerzas no 
covalentes o covalentes. 



evolucionan, y lo hacen mediante cambios de sus secuencias de aminoacidos. 
Algunos de estos cambios se llaman conservadores: conservan la natLiraleza de 
la cadena lateral (por ejemplo, Asp por Glu). Otros, los cambios no conserva- 
dores (por ejemplo, Asp por Ala) pueden tener consecuencias mas graves. 

Tambien es preciso resaltar la singtilaridad de una proteina determinada 
en una especie concreta. Todas las muestras de mioglobina de cachalote, obte- 
nidas de cualquier cachalote, tienen la misma secuencia de aminoacidos (a no 
ser que, por una rara coincidencia, se obtenga una muestra de un cachalote que 
tenga un gen de mioglobina mutado). 

Los bioquimicos han llegado a conocer poco a poco una estructura tan 
compleja como la molecula de mioglobina, analizando los niveles sucesivos de 
complejidad cada vez mas elevados de la estructura proteica. Para iniciar cual- 
quier estudio de este tipo de una proteina, es preciso preparar la proteina de for- 
ma pura, sin contaminacion por otras proteinas u otras sustancias cehilares. Los 
metodos para conseguirlo se describen en Herramientas de la Bioquimica 5A. 
Tradicionalmente, el paso siguiente tras purificar una proteina seria determinar 
su composicion de aminoacidos, esto es, las cantidades relativas de los distintos 
aminoacidos que se encuentran en la proteina. La Tabla 5.1 presenta los restil- 
tados promedio de un gran numero de proteinas, aunque las diversas proteinas 
son muy distintas en cuanto a su composicion. Para determinar la composicion 
de aminoacidos de una proteina, se hidroliza el polipeptido en sus aminoacidos 
constituyentes mediante el tratamiento con acido clorhidrico 6 m a 105°C. La 
mezcla de aminoacidos puede separarse posteriormente por cromatografia de 
intercambio ionico y se mide la cantidad de cada uno. En Herramientas de la 
Bioquimica 5B se describe la forma de hacerlo. 

La determinacion de la composicion proporciona una informacion limita- 
da sobre una proteina. Lo que es mucho mas importante para el bioquimico o 
biologo es la secuencia de los aminoacidos. Se han puesto a punto metodos 
que permiten determinar rapidamente las secuencias de cantidades muy pe- 
quenas (microgramos) de proteinas purificadas. El mas importante se basa 
en la reaccion de degradacion de Edman que se describira con detalle en 
Herramientas de la Bioquimica 5C. En pocas palabras, se trata de una serie de 
reacciones secuenciales que eliminan los residuos de la cadena polipeptidica de 
uno en uno. Las reacciones y el aislamiento de los aminoacidos producto son 
muy adecuadas para una operacion automatizada. Sin embargo, el metodo no 
puede aplicarse a cadenas largas, de forma que los polipeptidos largos deben 
cortarse en trozos mas cortos especificos. Para esto, pueden emplearse reaccio- 
nes como las que se describen en la Tabla 5.4. 

Cuando la proteina que se estudia contiene mas de una cadena polipeptidi- 
ca surge una complicacion. Las cadenas pueden mantenerse unidas mediante 
fuerzas no covalentes, como en la hemoglobina, que esta formada por cuatro ca- 
denas semej antes a la mioglobina (vease el Capitulo 7). Otra posibilidad es que 
la conexion de las cadenas puede producirse mediante enlaces covalentes, como 
los enlaces disulfuro. Un ejemplo de una proteina asi es la hormona insulina 
(Figura 5.15). En Herramientas de la Bioquimica 6B se describiran metodos 
para detectar estas proteinas con varias cadenas y como separarlas. Si los en- 
laces son covalentes, es necesaria una ruptura quimica; en Herramientas de la 
Bioquimica 5C se presenta un ejemplo. 

Aunque la secuenciacion directa de las proteinas, tal y como se describe 
aqui, ha proporcionado un banco enorme de secuencias proteicas, los bioqui- 
micos utilizan para esta informacion cada vez mas la secLienciacion de los genes. 
Tal como se explico en el Capitulo 4, la estructura primaria de cada proteina esta 
determinada por un gen concreto. Como conocemos el codigo que relaciona la 
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FIGURA 5.15 



Estructura primaria de la insulina 
bovina. Esta protefna esta compuesta por 
dos cadenas polipeptfdicas (A y B) unidas por 
enlaces disulfuro. La cadena A tambien 
contiene un enlace disulfuro inferno. 
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secuencia de DNA con la secuencia de proteina, la determination de la secuen- 
cia de nucleotidos de un gen (o con mayor frecuencia, la secuencia del RNA 
mensajero leido a partir de ese gen), nos permite leer la correspondiente se- 
cuencia proteica. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la secuenciacion del 
gen solo nos indica la secuencia tal como se sintetiza. Como veremos, con fre- 
cuencia se producen modificaciones de la cadena polipeptidica posteriores a la 
sintesis que no aparecen de esta forma y que solo pueden encontrarse median- 
te la secuenciacion directa. 

En la Parte V de este libro se comentaran las tecnicas para identificar las se- 
cuencias que definen las proteinas en el genoma, y las utilizadas para recuperar, 
clonar y secuenciar los genes. 



Del gen a la proteina 



CODIGO GENETICO 



En el Capitulo 4 hemos expuesto que las secuencias de DNA de los genes 
se transcriben a moleculas de RNA mensajero, que a su vez se traducen a pro- 
teinas. Pero solo existen 4 clases de nucleotidos en el DNA, cada uno de los cua- 
les se transcribe en un nucleotido concreto en el RNA, y existen 20 clases de 
aminoacidos. Obviamente, resulta imposible una correspondencia 1:1 entre 
nucleotidos y aminoacidos. En realidad, se utilizan tripletes de nucleotidos 
(codones) para codificar cada aminoacido, lo cual permite 4 3 , o sea, 64, 
combinaciones distintas. Este numero es mas que suficiente para codificar 
20 aminoacidos, por lo que la mayoria de los aminoacidos tienen multiples 
codones. El codigo genetico es casi universal, esto es, practicamente todos 
los organismos utilizan los mismos codones para traducir sus genomas a 
proteinas. Las pocas excepciones estan dispersas a lo largo de los reinos bio- 
logicos. Consideraremos estos y otros detalles del codigo genetico en el Capi- 
tulo 27. 

La Figura 5.16 representa el codigo genetico en terminos de los tripletes de 
mRNA que corresponden a los distintos residuos de aminoacidos. Tres tripletes, 
UAA, UAG y UGA, no codifican ningun aminoacido, sino que funcionan como 
senales de “parada” para finalizar la traduccion en el C-terminal de la cadena. El 
codon AUG, que normalmente codifica metionina, tambien funciona como 
serial de “comienzo”. Cuando comienza una cadena polipeptidica, AUG dirige la 
colocacion de N-formilmetionina (en los procariotas) o metionina (en los 
eucariotas) en la posicion N-terminal (Figura 5.17). La consecuencia es que 
todas las proteinas procariotas deberian empezar con AT-formilmetionina y las 
proteinas eucariotas con metionina. Esto suele ser asi, aunque en muchos casos 
se separa el residuo N-terminal o incluso varios residuos en la celula, por accion 
de proteasas especificas durante o inmediatamente despues de la traduccion. 



El codigo genetico especifica los 
tripletes de RNA que corresponden a 
cada residuo de aminoacido. 
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FICURA 5.16 



Codigo genetico. La tabla esta dispuesta de modo que los usuarios 
puedan encontrar rapidamente cualquier aminoacido a partir de las 

tres bases del codon del mRNA (escrito en la direccion 5' *■ 3')- Por 

ejemplo, para hallar el aminoacido correspondiente al codon 5' AUC 
3', primero lo buscamos en la fila A, despues en la columna U, y a 
continuacion en el espacio C, y encontramos que el aminoacido es lie. 
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FIGURA 5.17 
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N-Formilmetionina. Este aminoacido inicia 
la traduccion procariota. Esta codificado por 
AUG cuando este triplete aparece cerca del 
inicio de un mensaje. 



■c 

Q. 



AUU 

AUC >lle 
AUA 



ACU 

ACC 

ACA 



>Thr 



AUG Met/inicio ACG 



GUU 

GUC 

GUA 

GUG 



>Val 



GCU 

GCC 

GCA 

GCG 



>Ala 



AGU 






Asn 


AGC^ 


>Ser 


C 




aga' 




A 


Lys 


AGG^ 


>Arg 


G 












GGU 




U 


Asp 


GGC 


>Gly 


C 




GGA 




A 


Glu 


GGG 




G 











2 

U » 



La Figura 5.18 presenta la relation entre el DNA, el mRNA y las secuencias 
polipeptldicas para la portion N-terminal de la mioglobina de foca. En este caso 
se ha eliminado la metionina N-terminal. 
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...TGACGGGTACCCCGAGTCGCTGCCCCTTACCGTGAACCAC... 

3'--- \ ---5' 

^Cadena de DNA que es complementaria al mRNA. 
El mRNA se sintetiza copiando de esta cadena 

5'---- — - ~ ~ — — - - - — - , — — — - v -~3' 



L 



ACUGCACCAUG 



JL 



GGGCUCAGCGACGGGGAAUGGCACUUGGUG . . 



JL 



1 — r 

Seccion Serial de Codones 
no iniciacion 
traducida 



JL 



JL 



JL 



JL 



JL 



JL 



T 



RNA mensajero 



Met - Gly - Leu ■ Ser - Asp - Gly - Glu - Trp - His - Leu - Val 
La metionina se rompe I t I 

durante o despues de N-terminal de la proteina acabada 



la traduccion 
en esta proteina 



figura 5.18 



Relaciones del DNA con el mRNA y con la cadena polipeptidica. Se presentan estas relaciones para los primeros 10 residuos de la 
mioglobina de foca. Observese que la cadena de DNA que se transcribe es complementaria con el mRNA. 
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Estamos ya en disposition de comentar el proceso de traduction del mRNA 
a proteinas con algo mas de detalle que en el Capitulo 4. Con anterioridad 
ya observamos en este capitulo que la termodinamica de la formation 
del enlace peptidico requiere que los aminoacidos se activen antes de que 
puedan anadirse a una cadena polipeptidica. Se logra esta activation aco- 
plando cada aminoacido al extremo 3 ' de un RNA de transferencia adecuado 
para dar un aminoacil-tRNA, como se muestra en la Figura 5.19. (La estruc- 
tura del tRNA se presenta en la Figura 4.20.) Este acoplamiento esta cataliza- 
do por enzimas especificas denominadas aminoacil-tRNA sintetasas, cada 
una de las cuales reconoce un aminoacido concreto y su tRNA adecuado. La 
fuente de energia libre para la reaction es la hidrolisis de ATP a AMP y piro- 
fosfato. 

En la Figura 5.20 se presenta la sintesis de un polipeptido. Cada tRNA 
contiene, en una region conocida como bucle del anticodon, una secuencia de 
nucleotidos denominada anticodon, que es complementaria del codon ade- 
cuado del mensaje. El RNA mensajero se ha unido a un ribosoma, como se 
menciona en el Capitulo 4. Los aminoacil tRNA tambien se unen aqui, uno a 
uno, acoplando sus anticodones a los codones correspondientes en el mensa- 
je, tal como se muestra en la Figura 5.20, paso 1. El aminoacido transportado 
por cada tRNA que entra se transfiere a la cadena peptidica en crecimiento 
(paso 2). A continuation, se libera el primer tRNA, y el ribosoma se mueve un 
codon a lo largo del mensaje, permitiendo de este modo que el siguiente 
tRNA llegue a su lugar, transportando su aminoacido (paso 3). Una vez mas, 
es preciso obtener energia de la hidrolisis de ATP en cada paso del movi- 
miento. El ribosoma se mueve a lo largo del RNA mensajero hasta que, final - 
mente, encuentra un codon de “parada”. En este punto, se libera la cadena po- 
lipeptidica. El paso 4 presenta una proteina completada (aunque es demasiado 
corta para ser real). En todas las celulas de cualquier tipo de organismo, esta 
extraordinaria maquinaria traslada la information codificada en miles de ge- 
nes distintos a miles de proteinas diferentes. En los Capitulos 27 y 28 se tra- 
taran los detalles del modo en que se inicia, desarrolla, fmaliza y obtiene su 
energia el proceso de traduction. 

Las celulas no son las unicas que sintetizan polipeptidos. Los bioquimicos 
tambien lo hacen, a fin de fabricar peptidos especificos que se requieren como 
reactivos en el laboratorio. Este proceso se describe en Herramientas de la 
Bioquimica 5D. 



La traduccion requiere que se activen 
los aminoacidos, acoplandolos con 
tRNA especificos. 



Los aminoacil tRNA se unen a los 
ribosomas por apareamiento del 
anticodon del tRNA con un codon 
especifico del mRNA. 



T ? 

iHJvJ — C — C 

I \ 

H 0 

Aminoacido 

+ 



Adenosina — OH 




Anticodon 




A 



Aminoacil-tRNA sintetasa 




Aminoacil 

tRNA 



FIGURA 5.19 

Activacion de los aminoacidos para su 
incorporacion a las proteinas. La enzima 
aminoacil-tRNA sintetasa reconoce a un 
aminoacido concreto y ai tRNA que transporta 
el anticodon correspondiente. Esta sintetasa 
cataliza la formacion de un aminoacil tRNA, 
acompanada por la hidrolisis de un ATP. 
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FIGURA 5.20 

Traduction de un mensaje de RNA en 
una protei'na. A medida que el ribosoma 
se mueve a lo largo del mensaje, acepta 
sucesivamente aminoacil tRNA especfficos, 
seleccionandolos mediante comparacion del 
anticodon del tRNA con el codon del mensaje 
del RNA (paso 1). El aminoacido (en este caso, 
el segundo de la cadena, Val) se transfiere a la 
cadena polipeptfdica en crecimiento (paso 2), 
y el ribosoma se mueve al siguiente codon 
para repetir el proceso, mientras libera el 
penultimo tRNA anadido (paso 3). Se repiten 
los pasos precedentes, anadiendo mas 
aminoacidos a la cadena hasta que se lee una 
serial de parada (paso 4), en la que un factor 
liberador proteico provoca la liberacion tanto 
del polipeptido como del mRNA. El 
polipeptido que se presenta aquf es demasiado 
corto para ser real; ello se debe a que se 
quiere ilustrar tanto el inicio como la 
terminacion. Se han omitido aquf muchos 
detalles de la traduccion que se presentaran en 
los Capftulos 27 y 28. 



Despues de la traduccion a partir del 
mRNA, una proteina puede 
modificarse de muchas maneras. 



Ribosoma 



Anticodon 




Aminoacil 

tRNA 






Ufa 



Mensaje 



Codon 



AUG GUU ,GGC GAU AGU UUC CGA AAA 
fMet_Val -^Gly Asp Ser Phe Arg Lys 



UGA (RNA 
Parada Mensajero) 



© 





Ruptura y liberacion 




Factor 

liberador 



AUG GUU GGC GAU AGU UUC C'GA AAA UGA'' 
fMet Val Gly Asp Ser Phe Arg'"~l_ys — Parada 



PROCESAMIENTO DE LAS PROTEINAS TRAS LA TRADUCCION 

Cuando se libera una cadena polipeptidica desde un ribosoma, no esta necesa- 
riamente acabada. Debe plegarse en su estructura tridimensional correcta y en 
algunos casos es preciso que se formen enlaces disulfuro. Las enzimas de la ce- 
lula pueden actuar sobre algunos residuos de aminoacidos para producir, por 
ejemplo, los tipos de modificaciones que se presentan en la pagina 150. 

Muchas proteinas se modifican posteriormente mediante fragmentacion 
proteolitica especifica que acorta la longitud de la cadena. En la sintesis de la 
insulina hallamos un ejemplo notable (Figura 5.21). Hemos encontrado a la in- 
sulina como una proteina con dos cadenas que se mantienen juntas mediante 
enlaces disulfuro (Figura 5.15). En realidad la insulina se sintetiza como una 
cadena polipeptidica linica mucho mas larga, llamada preproinsulina (Figu- 
ra 5.21, paso 1). Los residuos del N-terminal de la molecula (el numero exacto 
varia segun la especie) sirven como un “peptido serial” (tambien denominado 
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secuencia lider) para facilitar el transporte de la molecula de preproinsulina a 
traves de las membranas celulares hidrofobas. Este transporte es esencial, dado 
que la insulina pertenece a una clase de protemas que realizan su funcion fue- 
ra de las celulas en las que se sintetizan. Se separa la secuencia lider mediante 
una proteasa especifica, con lo que queda proinsulina (paso 2). La proinsulina 
se pliega formando una estructura tridimensional especifica, que facilita la for- 
macion de los enlaces disulfuro correctos (paso 3). A continuacion, se corta la 
secuencia de conexion entre la cadena A y la cadena B mediante una nueva ac- 
cion proteasica, dando lugar a la molecula de insulina acabada (paso 4). Esto 
proporciona una ventaja fisiologica importante. Como la proinsulina no es 
una hormona activa, puede encontrarse presente en los tejidos a concentracio- 
nes elevadas. Estas concentraciones de insulina activa serian toxicas. Sin em- 
bargo, la proinsulina puede convertirse en insulina rapidamente cuando la ne- 
cesite el organismo. 

La estructura primaria de una molecula proteica es una secuencia de infor- 
macidn. Las 20 cadenas laterales de los aminoacidos pueden considerarse como 
palabras de una frase larga. Estas palabras se han traducido de otra lengua, la 
lengua de las secuencias de acido nucleico almacenadas en los genes y copiadas 
en el RNA mensajero. Despues de la traduccion, la frase se corrige, modifican- 
do algunas palabras y borrando otras en el procesamiento tras la traduccion. En 
el proximo capitulo veremos que la informacion que contiene la “frase” de una 
secuencia proteica dicta el modo en que la proteina se pliega formando una es- 
tructura en tres dimensiones. A su vez, este plegado dicta la funcion de la pro- 
teina, el modo en que interactua con las moleculas pequenas y los iones, con 
otras protemas y con sustancias como los acidos nucleicos, los hidratos de car- 
bono y los lipidos. La informacion expresada en las secuencias proteicas de- 
sempena un cometido basico que determina el funcionamiento de las celulas y 
los organismos. 
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Las protemas son polimeros de L-a-aminoacidos. En los genes estan codificados 
veinte aminoacidos distintos que se incorporan a las protemas. Existen otros 
aminoacidos (no proteicos) y tambien hay aminoacidos modificados que se ha- 
llan en las protemas. La variedad de cadenas laterales (hidrofilas, hidrofobas, aci- 
das, basicas, neutras) permite una gran complejidad funcional en las protemas. Es 
posible realizar variaciones adicionales modificando algunos aminoacidos despues 
que se han incorporado a las protemas. La presencia de cargas positivas y negati- 
vas en las cadenas laterales hace que las protemas sean polianfolitos. 

Los oligopeptidos y los polipeptidos se forman por la polimerizacion de 
los aminoacidos mediante enlaces peptidicos. El enlace peptidico se encuentra 
en un piano, y la forma trans es la favorecida. Este enlace es metaestable y pue- 
de hidrolizarse facilmente en presencia de catalizadores. La secuencia definida 
y unica de los aminoacidos en cada proteina constituye su estructura primaria, 
dictada por su gen. Algunas protemas contienen varias cadenas polipeptidicas, 
que se mantienen juntas por fuerzas covalentes o no covalentes. Las protemas se 
sintetizan en la celula por un proceso denominado traduccion que requiere 
ATP. El RNA mensajero correspondiente a una proteina se une a una particula 
denominada ribosoma. Cada aminoacido especifico se acopla a una determi- 
nada molecula de tRNA. Un triplete anticodon del tRNA se empareja con un tri- 
plete codon en el mRNA. A medida que el ribosoma se mueve a lo largo del 
mRNA, los aminoacidos se transfieren, uno a uno, a la cadena polipeptidica en 



Q La preproinsulina se sintetiza 
como un ovillo aleatorio 
en los ribosomas asociados 
a la membrana 



Secuencia 
de conexion 




SH Secuencia lider: 
Preproinsulina ayuda a transportar 

la cadena 
polipeptidica 
a traves de 
la membrana 

Q Tras el transporte por la 
membrana, se rompe la 
secuencia lider y la proinsulina 
resultante se pliega en una 
conformacion estable 
w © Se forman los enlaces disulfuro 



S-S 




Proinsulina 



Q La secuencia de conexion 
se rompe para formar 
la molecula madura 
de insulina 




Cadena A 



■Cadena B 



Insulina 

FIGURA 5.21 

Estructura de la preproinsulina y su 
conversion en insulina. 
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crecimiento. La longitud de la cadena esta limitada por tripletes espetifkos de 
“initiation” y “parada” en el codigo genetico. 

Incluso cuando ya se ha completado la traduction, la molecula proteica 
puede seguir modificandose de modo covalente, por la fragmentation de por- 
ciones concretas o por la modification de algunas cadenas laterales de los ami- 
noacidos. 
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1. Utilizando los datos de la Tabla 5.1, calcular el peso promedio de 
los residuos de aminoacidos de una protema de composition 
caracteristica. Es util conocer este numero para unos calculos 
aproximados. 

2. La hormona peptidica estimulante de los melanocitos, a- 
melanotropina, tiene la siguiente secuencia: 

Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val 

(a) Escribir la secuencia utilizando las abreviaturas de una le- 
tra. 

(b) Calcular el peso molecular de la a-melanotropina uti- 
lizando los datos de la Tabla 5.1. ^Por que este resultado no 
es exactamente correcto a pH neutro? 

*3. (a) Esbozar la curva de titulacion que seria de prever para la 
a-melanotropina (Problema 2). (Suponga valores de pK a 
en la parte central de las gamas de valores dadas en la Ta- 
bla 5.3.) 

(b) jQue carga seria de esperar aproximadamente a valores de 
pH de 11, 5 y 1? 

(c) Calcular el punto isoelectrico de la a-melanotropina. 

4. iQue peptidos cabe prever que se produzcan cuando la a- 
melanotropina (Problema 2) se fragmenta por (a) tripsina, (b) 
bromuro de cianogeno y (c) termolisina? (Vease la Tabla 5.4.) 

5. Existe otra hormona estimulante de los melanocitos denomina- 
da fi-melanotropina. La fragmentation de la /J-melanotropina 
con tripsina produce los siguientes peptidos y acido aspartico li- 
bre. 

WGSPPK DSGPYK MEHFR 

Si se supone una homologia de secuencia maxima entre la 
a-melanotropina y la /J-melanotropina, ,>cual debe ser la se- 
cuencia de esta ultima? 

6. Dado el peptido siguiente: 

Ser-Glu-Pro-lle-Met-Ala-Pro-Val-Glu-Tyr-Pro-Lys 

(a) Calcular la carga neta a pH 7 y a pH 12. 

(b) ^Cuantos peptidos se producirian si este peptido se tratase 
con: (1) bromuro de cianogeno, (2) tripsina y (3) quimo- 
tripsina? 

(c) Sugerir un metodo para separar los peptidos producidos 
por el tratamiento con quimotripsina. 

* 7 . Una forma mutante de la hormona polipeptidica angiotensina 
II tiene la composition de aminoacidos siguiente 



(Asp, Arg, lie, Met, Phe, Pro, Tyr, Val) 
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Se realizan las siguientes observaciones: 

■ La tripsina produce un dipeptido que contiene Asp y Arg, y 
un hexapeptido que contiene todo el resto. 

■ La fragmentation con bromuro de cianogeno produce un 
dipeptido que contiene Phe y Pro, y un hexapeptido que 
contiene todos los demas. 

■ La quimotripsina fragmenta la hormona en dos tetrapeptidos 
con la siguiente composition 

(Asp, Arg, Tyr, Val) y (lie, Met, Phe, Pro) 

■ El dipeptido de composition (Pro, Phe) no puede fragmen- 
tarse por la quimotripsina ni por la carboxipeptidasa. 

^Cual es la secuencia? 

8. Se ha secuenciado una proteina tras la destruction de los en- 
laces — S — S — . Se sabe que contiene 3 residuos de Cys, situ- 
ados del modo que se muestra a continuation. Sin embargo, 
solo uno de ellos es un — SH libre; dos de ellos forman parte 
de un enlace S — S. 



A 




La unica metionina y el unico aminoacido aromatico (Phe) 
de esta proteina se encuentran en las posiciones indica- 
das. La fragmentation de la proteina intacta (con el puente 
— S — S — intacto) con bromuro de cianogeno o quimotrip- 
sina no divide la proteina en dos peptidos. ^Donde esta el 
puente — S — S — (AB, BCoAC)? 

9. La apamina es una pequena toxina proteica presente en el ve- 
neno de las abejas. Su secuencia es la siguiente 



(a) Se sabe que la apamina no reacciona con yodoacetato. 
^Cuantos enlaces disulfuro estan presentes? 

(b) Suponga que la fragmentation con tripsina produce dos 
peptidos. ^Donde esta (o estan) el enlace o los enlaces 
S— S? 

10. (a) Escriba una secuencia posible para un segmento de mRNA 

que codifique la apamina. 

(b) iCree que la apamina se ha sintetizado de la forma presen- 
tada en el Problema 9 o que es mas probable que sea un 
producto de fragmentation proteolitica de un peptido 
mayor? Expliquelo. 

1 1 . Supongamos la siguiente portion de un mRNA. Halle una serial 
de initiation y escriba la secuencia de aminoacidos que codi- 
fica 

5' ■ ■ ■ GCCAUGUUUCCGAGUUAUCCCAAAGAUAAAAAAGAG- ■ ■ 3' 

12 Un investigador ha aislado un oligopeptido de secuencia y com- 
position de aminoacidos desconocidas. Todos los intentos para 
secuenciarlo por la degradation de Edman han fracasado; la 
reaction no funciona. 

(a) Sugerir dos explicaciones posibles bastante diferentes del 
problema. 

(b) Sugerir un experimento que fmalmente diferenciara entre 
estas dos. 

*13. Suponga que ha separado las cadenas A y B de la insulina por 
reduction de disulfuros. iQue metodo cromatografico permiti- 
ria el aislamiento de las cadenas puras A y B? Describa el pro- 
cedimiento con detalle. 

14. Los ribosomas de E. coli son particulas grandes, cada una de 
las cuales esta constituida por dos particulas mas pequenas, 
denominadas subunidad 30S y subunidad 50S debido a sus 
coeficientes de sedimentation. El ribosoma intacto no tiene un 
coeficiente de sedimentation de 80S, sino que el valor es 70S. 
Explique el motivo. (Vease Herramientas de la Bioquimi- 
ca 5A.) 
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HERRAMIENTAS DE LA BIOQIMMICA 5A 



Modos de aislar y purificar las proteinas 
y otras macromoleculas 

El bioquimico, cuando intenta comprender los procesos qui- 
micos en las celulas y los organismos, se enfrenta a un enorme 
reto. Incluso la mas simple de las celulas es una estructura 
compleja, formada por miles de compuestos distintos. Antes 
de que puedan entenderse sus interacciones y cambios, es pre- 
ciso aislar estos constituyentes celulares diversos, identificarlos 
y estudiar sus estructuras y propiedades. 

Para separar las moleculas, el bioquimico aprovecha las di- 
ferencias que existen entre ellas. Tales diferencias pueden ser de 
solubilidad, tamano, masa, carga electrica o afinidad por otras 
moleculas. En Herramientas de la Bioquimica 2A se ha pre- 
sentado la electroforesis, que utiliza las diferencias de carga 
electrica para la separation. Pero la electroforesis es principal- 
mente una herramienta analitica , mas que un medio de pre- 
paration de muestras. Aunque en ocasiones se utiliza para pu- 
rificar pequenas cantidades de proteinas y acidos nucleicos, 
su capacidad es limitada; la preparation de las cantidades de 
sustancias necesarias para la caracterizacion y el estudio preci- 
sa otros metodos. Para pasar desde las celulas o los tejidos a un 
material purificado, solemos utilizar diversas tecnicas distintas 
de modo secuencial. Aqui describiremos algunas de ellas. 



Solubilidad 

Una de las formas mas antigua, mas simple y aun bas- 
tante eficaz para llevar a cabo la separation de una mezcla de 
proteinas es utilizar la solubilidad diferente en disoluciones 
salinas concentradas. En el Capitulo 2, se menciono que mu- 
chas proteinas se hacen insolubles en presencia de concen- 
traciones elevadas de sales, especialmente las polivalentes, 
que contribuyen fuertemente a la fuerza ionica. Sin embargo, 
lo que no se menciono es que la solubilidad varia mucho en- 
tre una proteina y otra y en disoluciones concentradas varia 
rapidamente con la fuerza ionica (vease la Figura 5A.1). A 
partir de estos datos queda claro que en una disolucion de 
sulfato amonico 3 M, la hemoglobina y la albumina serica 
son casi totalmente insolubles, mientras que la mioglobina 
permanece bastante soluble. De esta forma, deberia ser posi- 
ble purificar la mioglobina de dichos contaminantes precipi- 
tandolos con sulfato amonico. El sulfato amonico se emplea 
con frecuencia para estas precipitaciones selectivas debido a 
que pueden conseguirse fuerzas ionicas bastante altas sin da- 
nar a las proteinas. 




Molaridad de (NH 4 ) 2 S0 4 



FIGURA 5A.1 

Solubilidad de algunas proteinas en sulfato 
amonico en funcion de la concentration 
de sal. 
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Centrifugacion 

Puede decirse que cualquier particula sometida a un campo 
centrifugo al girar en un rotor de una centrifuga esta sujeta a 
una fuerza centrifuga (Figura 5A.2). Para una particula de 
masa m, esta fuerza viene dada por 



Como en la electroforesis, dividimos la velocidad por la 
intensidad del campo, en este caso la intensidad del campo 
centrifugo oi 2 r, y obtenemos 

v m(1-vp) M(1-vp) 

* “ p “ f ~ 

a> 2 r t Nt 



f c = m( 1 -vp)co 2 r (5A.1) 

En esta expresion r es la distancia de la particula desde el cen- 
tre del rotor, que esta girando a una velocidad angular de 
( o radianes/s (co = (2tt/ 60) X RPM, donde RPM es el numero 
de revoluciones por minuto). El factor (1 — vp) es el factor de 
flotacion, que tiene en cuenta el hecho de que la solution que 
rodea a la particula la hace flotar. Este factor contiene la den- 
sidad de la solution p (g/mL) y el volumen especlfico de la 
particula V' (mL/g). El volumen especlfico V puede considerarse 
igual a l/p p , donde p p es la densidad real de la particula. Por 
consiguiente, el factor de flotacion 1 - vp = 1 - p/p p . 
Evidentemente, si p p = p, no hay una fuerza neta sobre la par- 
ticula, ya que esta desplaza su propia masa de disolucion; esta 
particula no sedimentara. Como en la electroforesis, al movi- 
miento de la particula se opone una fuerza f. = fv, donde v es 
la velocidad y/es el coeficiente de friction. Se establece una 
velocidad constante de sedimentation, donde f T = f c ; por con- 
siguiente 

fv = m{\ -vp)co 2 r (5A.2) 
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sedimenta 



Rotor de la 111 
centrifuga 



FIGURA 5A.2 

Fuerzas que actuan sobre una particula en un campo 
centrifugo en un rotor de angulo fijo. 



donde M es el peso molecular y N es el numero de Avogadro 
(M = Nm). El peso molecular (que es mas correcto denominar 
masa molar ) es la masa de 1 mol de sustancia, expresada en 
gramos. La cantidad S es el coeficiente de sedimentation. 

Observese que la ecuacion (5A.3) es analoga a la ecuacion 
(2A.2) de la pagina 60 para la movilidad electroforetica. En 
ambos casos la magnitud (Sop) esta definida como veloci- 
dad/intensidad de campo, y se expresa en terminos molecula- 
res (a la derecha) como el cociente entre un factor que des- 
cribe la fuerza impulsora y un factor que tiene en cuenta la 
resistencia de friction. 

El coeficiente de sedimentation tiene unidades de segun- 
dos. Los valores caracterlsticos para las moleculas se encuen- 
tran cerca de 10“ 13 s, por lo que esta cantidad se ha designa- 
do como 1 unidad Svedberg (S), que toma el nombre de 
Theodor Svedberg, iniciador de la investigation sobre la cen- 
trifugacion. Por ejemplo, el coeficiente de sedimentation de la 
hemoglobina es de aproximadamente 4 X 10“ 13 s, o 4S. Las 
particulas celulares suelen identificarse por su valor de S, por 
ejemplo, ribosomas 70S. 

Evidentemente, S aumenta con la masa de la particula, 
pero la relation no es lineal ni sencilla, dado que el coeficien- 
te de friction, / aumenta con el tamano de la particula y tam- 
bien depende de la forma de esta. A pesar de que podemos uti- 
lizar la sedimentation como una medida del peso molecular, 
la relation es solo aproximada. 

Puesto que las particulas o moleculas de distinto tamano 
difieren en cuanto a S, y en consecuencia tambien difieren en 
su velocidad de sedimentation, la sedimentation es una he- 
rramienta util para la separation. Se utilizan diversas tecnicas, 
dependiendo de lo que el investigador desee separar. Si la 
tarea consiste sencillamente en eliminar las particulas grandes 
o agregados de una disolucion de moleculas, puede que sea su- 
ficiente una centrifugacion a baja velocidad con un rotor pro- 
visto de tubos de angulo fijo (vease la Figura 5A.2). Por ejem- 
plo, un primer paso en el aislamiento de las proteinas suele 
comportar la fragmentation de las celulas y la separation de 
las proteinas solubles del citosol de los nucleos celulares, los 
fragmentos de pared celular, los organulos y otros restos den- 
sos. Para lograr esta separation suele ser suficiente la sedi- 
mentation en un rotor de angulo fijo a unos pocos miles de 
RPM durante 10-20 minutos. En casos mas dificiles, donde 
deben separarse unas de otras distintos tipos de moleculas 
grandes o particulas, puede utilizarse la tecnica de gradiente 
de sacarosa que se presenta en la Figura 5A.3. El metodo de 
gradiente de sacarosa produce una mejor separation que la se- 
dimentation de angulo fijo, ya que los componentes se sepa- 
ran en bandas discretas. Puede utilizarse, por ejemplo, para 
obtener fracciones enriquecidas en proteinas individuales a 
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Q Preparar el gradiente de densidad. 
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0 El tubo se coloca en un rotor “basculante”. 
Cuando el rotor gira, el tubo se mueve 
hasta una posicion horizontal. 
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Q La parte inferior del tubo de celuloide 
se perfora con una aguja hipodermica 
y se permite que se viertan 
las fracciones en una serie de tubos. 
Estas fracciones pueden analizarse 
VV a continuacion. 




FIGURA 5A.3 

Centrifugacion preparativa que utiliza el metodo de 
gradiente de sacarosa. 



partir del sobrenadante obtenido mediante una centrifuga- 
cion a baja velocidad de celulas rotas. Para separar moleculas 
proteicas, se precisa una velocidad del rotor elevada (a menu- 
do hasta 70 000 RPM). 

Tambien puede utilizarse la sedimentacion para analizar 
mezclas, en vez de separarlas preparativamente. En tales casos 
se utiliza una ultracentrifuga analitica, en la que puede se- 
guirse el progreso de la sedimentacion de los componentes 
individuales durante el experimento. Con estos experimen- 
tos, pueden determinarse con exactitud los coeficientes de se- 
dimentacion de las macromoleculas, utilizando la ecuacion 
(5A.3). El uso de los experimentos de sedimentacion para la 
determinacion real de pesos moleculares se describira en 
Herramientas de la Bioquimica 6B. 

Cromatografia 

Gran parte de la bioquimica moderna se basa en la utilization 
de los metodos de la cromatografia en columna para separar 
las moleculas. Los metodos cromatograficos comportan el 
paso de una solucion (la fase movil ) a traves de un medio (la 
fase estacionaria) que presenta una absorcion selectiva para 
los distintos componentes solutos. La rapidez con la que pasa 
cada componente de la fase movil depende de manera inver- 
sa de la fuerza con la que interactue con la fase estacionaria. En 
la Figura 5A.4 se ilustran los principios generales comunes a 
todas las cromatografias. Se llena una columna con un mate- 
rial que pueda adsorber las moleculas de modo selectivo debi- 
do a alguna diferencia de su estructura quimica. Inicialmente 
se humedece la columna con la solucion amortiguadora ade- 
cuada. A continuacion, se coloca la mezcla de las moleculas 
que se van a separar en la parte superior de la columna y se 
hace pasar lentamente a lo largo de la columna una solucion 
amortiguadora. Se toman fracciones, utilizando un colector 
automatico de fracciones, mientras continua este proceso de 
elution (paso a traves de la columna). Algunas moleculas solo 
se adsorben debilmente o no se adsorben en absoluto, y son las 
primeras que eluyen. Las que se adsorben con mas intensidad 
son las ultimas en eluir. En ocasiones debe modificarse la 
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Principio de la cromatografia en columna. 
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composition de la solucion amortiguadora durante la elu- 
cion para eliminar las moleculas ligadas con mas fuerza. El 
material de la columna utilizado y el metodo de elucion de- 
penden del fundamento que desee utilizarse para la separa- 
tion. Las secciones que siguen describen algunos metodos im- 
portantes de cromatografia en columna. 

Cromatografia de intercambio ionico 

La cromatografia de intercambio ionico se utiliza para separar 
las moleculas de acuerdo con su carga electrica. Se utilizan 
resinas de intercambio ionico, que son polianiones o polica- 
tiones. Supongamos que deseamos separar tres clases de mo- 
leculas, una de las cuales esta cargada negativamente, otra con 
una carga positiva debil y la tercera con una carga positiva 
fuerte. Puede utilizarse para el material de la columna una 
resina anionica, que lleva grupos cargados negativamente. Las 
moleculas de la mezcla cargadas negativamente pasaran a tra- 
ves sin adsorberse y se encontraran en las fracciones iniciales. 
Los dos tipos de moleculas con carga positiva seran ligados 
por la resina, aunque las de carga positiva debil quedaran fi- 
jadas con menor fuerza. Dado que los aumentos de concen- 
tration salina tienden a romper las interacciones electrostati- 
cas de este tipo, puede utilizarse un gradiente salino una vez 
recogidas las primeras fracciones. Es decir, se incrementa gra- 
dualmente la concentration salina de la solucion amortigua- 
dora eluyente (por ejemplo, utilizando NaCl). A medida que 
aumenta la concentration salina, los iones Na + pueden com- 
petir cada vez mejor por los lugares negativos en la resina. A 
continuation, eluiran los cationes fijados debilmente y los fi- 
jados intensamente con fuerte carga positiva solo eluiran con 
la concentration salina mas elevada. 

Cromatografia de afinidad 

La cromatografia de afinidad es una clase de cromatografia mas 
especifica, ideal para aislar una o unas pocas proteinas de una 
mezcla compleja. Muchas proteinas presentan interacciones 
bastante fuertes con otras moleculas, por ejemplo las interac- 
ciones de las enzimas con analogos de sus sustratos o con co- 
factores (vease el Capitulo 11). Las moleculas adecuadas, aco- 
pladas de modo covalente a una matriz inerte, actuaran como 
“anzuelos” moleculares para captar la proteina deseada. Todas 
las proteinas restantes simplemente pasaran a traves de la co- 
lumna. Las moleculas proteicas capturadas pueden liberarse 
posteriormente eluyendo la columna con una solucion amor- 
tiguadora que contenga copias fibres de las moleculas “anzuelo”, 
o algun otro reactivo que pueda romper la interaction. En una 
variante de este metodo, se acoplan a la resina anticuerpos (vea- 
se el Capitulo 7) para una sustancia concreta y proporcionan 
una retention muy especifica del producto deseado. 

Cromatografia liquida de alta resolution 

(HPLC: High-Performance Liquid Chromatography) 

La cromatografia suele ser un proceso lento. Con los procedi- 
mientos habituales solo se aplica una pequena presion hi- 
drostatica para hacer que los fluidos pasen a traves de la co- 



lumna y la elucion requiere varias horas. Este proceso no solo 
precisa mucho tiempo sino que en ocasiones es perjudicial 
para los productos sensibles. Ademas, la muestra tiende a es- 
parcirse, debido a la difusion, a medida que baja a lo largo de 
la columna. Cuanto mas dure el experimento, mas grave sera 
la extension y quedara afectada la resolution de los compo- 
nentes. Por todos estos motivos, los investigadores bioquimi- 
cos han agradecido el desarrollo de los metodos de cromato- 
grafia liquida de alta resolution. Con estas tecnicas se utilizan 
presiones de 2000 a 3000 psi para hacer que las soluciones 
pasen rapidamente a traves de la resina. Este nivel de presion 
ha requerido el desarrollo de resinas no compresibles y co- 
lumnas metalicas fuertes en las que llevar a cabo el proceso. De 
este modo, las separaciones que anteriormente precisaban ho- 
ras, en la actualidad pueden realizarse en minutos y con una 
resolution mas elevada. 

Filtration en gel 

La filtration en gel es un tipo de cromatografia en el que la 
base de la separation es el tamano molecular en lugar de las 
propiedades quimicas. En consecuencia, suele ser una alter- 
nativa a la sedimentation. A menudo, constituye un metodo 
adecuado para separar las macromoleculas de tamano dife- 
rente o para eliminar los contaminantes de peso molecular 
bajo de las disoluciones de moleculas grandes. 

El aparato utilizado para la filtration en gel (Figura 5A.5) 
es muy similar al descrito para la cromatografia en columna. 
Se llena una columna con esferas de un gel poroso, normal- 
mente un polisacarido entrecruzado. Se elige la porosidad del 
gel de modo que las moleculas mas pequenas de la mezcla 
puedan penetrar en las esferas, mientras que las mayores no 
puedan hacerlo. La muestra se aplica en la parte superior de la 
columna, como en la cromatografia, y se eluye con un amor- 
tiguador. A medida que la muestra desciende por la columna, 
las moleculas mas grandes se mueven mas rapidamente, ya 
que no pueden entrar en las esferas de gel y solo pueden fluir 
por los intersticios que hay entre ellas. Las moleculas pequenas 
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pueden entrar en las esferas de gel y en consecuencia se reza- 
gan. Si se recogen las fracciones cuando se pasa la disolucion 
amortiguadora a traves de la columna, las primeras fracciones 
contendran las moleculas mas grandes. Si se elige adecuada- 
mente la porosidad de las esferas, pueden separarse mezclas de 
distintos tipos de tamanos; incluso puede calibrarse la co- 
lumna con sustancias conocidas para obtener una medida 
aproximada del tamano molecular basandonos en el punto 
en el que aparece un componente concreto. 

Dialisis y ultrafiltracion 

Es posible obtener membranas semipermeables con poros lo 
suficientemente grandes para permitir que las moleculas pe- 
quenas pasen libremente pero que sean una barrera para las 
protelnas y otras macromoleculas. Este tipo de membranas se 
utilizan para la purificacion y concentration de biopollmeros. 

La dialisis se utiliza habitualmente para eliminar las pe- 
quenas moleculas contaminantes o para cambiar suavemente 
las condiciones de una disolucion amortiguadora. Por ejem- 
plo, se coloca una disolucion de una proteina en una bolsa ce- 
rrada fabricada con una membrana de este tipo y sumergida 
en un volumen mucho mayor de disolucion amortiguadora. 
Tras muchas horas los contaminantes de peso molecular bajo 
salen fuera y el entorno original de las moleculas proteicas se 
reemplaza por la disolucion amortiguadora exterior. (La di- 
solucion exterior se cambia a menudo varias veces durante el 
proceso.) La ultrafiltracion se utiliza algunas veces para con- 
centrar disoluciones de macromoleculas. Se utiliza una mem- 
brana semipermeable similar, pero se aplica presion para ha- 
cer salir al disolvente y a las moleculas pequenas a traves de la 
membrana, con lo que se concentran las macromoleculas. 

Un ejemplo: como preparar la mioglobina 

Despues de describir varios metodos de separation y purifi- 
cation, parece adecuado presentar un ejemplo de como pue- 
den utilizarse algunos de ellos en la purificacion real de una 
proteina. En la Tabla 5A.1 se describe el esquema general de la 
preparation de mioglobina, junto con algunos de los funda- 
mentos de cada paso. Se ha elegido la mioglobina porque el 
procedimiento es relativamente simple y porque utilizaremos 
la mioglobina con frecuencia como ejemplo de proteina ca- 
racteristica. 

La pureza del material obtenido al final del paso 5 puede 
verificarse por electroforesis en gel o enfoque isoelectrico. 
Sobre el gel debe observarse una unica banda. 

Debe destacarse que este ejemplo es la preparation de una 
proteina especialmente sencilla. La mioglobina es abundante en 
el tejido utilizado y se precisan relativamente pocos pasos. La 
mayoria de las purificaciones son mucho mas dificiles que esta. 

Bibliografia 

Cantor, C. R. y R R. Schimmel (1980) Biophysical Chemistry, Vol. 2. 

Freeman, Nueva York. Cubre de manera detallada diversas tec- 

nicas. 



TABLA 5A.1 

COMO AISLAR Y PURIFICAR LA MIOGLOBINA 0 



Pasos Explication razonada 



1 . Empezar con tejido de 
musculo rojo congelado. 



2. Cortarlo, homogeneizar en un 
mezclador con una disolucion de 
sulfato amonico saturado al 65%. 
Mantener a 4°C. 



3. Centrifugar a 8000 RPM en 
un rotor de angulo fijo durante 
30 minutos. Recoger el 
sobrenadante; descartar el 
sedimento del fondo del tubo. 



4. Dializar a 4°C durante 24 horas 
frente a un amortiguador 
pH 8.70, cambiandolo varias 
veces. 



5. Cromatografiar la solution 
dializada sobre una resina de 
intercambio cationico de DEAE 
celulosa 6 . El principal componente 
de la mioglobina es la primera 
fraction que contiene hemo 
(roja) que sale de la columna. 



Debe utilizarse una fuente con 
gran cantidad de la proteina 
deseada. Se ha mantenido 
congelada para evitar la 
degradation del material. 

La homogeneizacion rompe las 
celulas musculares, liberando 
la mioglobina y otras 
proteinas citosolicas. El 
sulfato amonico precipita 
muchas de las proteinas sol- 
ubles pero no la mioglobina. 

Este paso elimina micleos, 
particulas subcelulares, 
paredes celulares rotas, fibras 
musculares y elementos 
semejantes, junto con las pro- 
teinas precipitadas por el 
(NH 4 ) 2 S0 4 . El sobrenadante 
es un preparado de mioglo- 
bina crudo. 

Esta etapa elimina las 
moleculas pequenas que 
estaban presentes en el 
citosol y deja la proteina 
disuelta en el amortiguador 
deseado. Se elige un pH al 
que la mioglobina sea espe- 
cialmente estable. 

Este paso proporciona la 
separation final de otras 
proteinas, incluyendo 
variantes menores de la 
mioglobina presentes en la 
mezcla. El producto debera 
ser una preparation bastante 
pura de la mioglobina. 



a Adaptado de T. E. Hugh y E R. N. Gurd, J. Biol Chem. (1970) 245:1930-1938. 
b DEAE = dietilaminoetil. 



Freifelder, D. (1982) Physical Biochemistry: Applications to 
Biochemistry and Molecular Biology. Freeman, Nueva York. 
Resalta mas que la obra de Cantor y Schimmel las tecnicas de se- 
paration practicas. 

Scopes, R. (1982) Protein Purification: Principles and Practice. 
Springer- Verlag, Nueva York. 
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Physical Biochemistry. Prentice Hall, Upper Saddle River, N.J. 
Nivel intermedio (para las tecnicas fisicas como la sedimenta- 
tion) entre el de Freifelder y el de Cantor y Schimmel. 
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Analisis de los aminoacidos de las proteinas 



Los metodos actuales para determinar la composition de ami- 
noacidos de las proteinas comportan tres pasos basicos: 

1. Hidrdlisis de la proteina a sus aminoacidos constitu- 
yentes. 

2. Separation de los aminoacidos de la mezcla. 

3. Cuantificacion de los aminoacidos individuales. 

Aqui se describe una tecnica utilizada con pequenas va- 
riaciones en muchos laboratories. Primero se purifica una pe- 
quena muestra de la proteina, quiza mediante una combina- 
tion de los metodos descritos en Herramientas de la 
Bioquimica 5A. La proteina se disuelve en HC1 6 M y se sella la 
solution en una ampolla al vacio. A continuacion, se calienta 
a 105-1 10°C durante aproximadamente 24 horas. En estas 
condiciones, los enlaces peptidicos metaestables entre los re- 
siduos se hidrolizan totalmente. 

A continuacion, la muestra hidrolizada se separa en los 
aminoacidos constituyentes en una columna de intercambio 
cationico. Las resinas que se utilizan normalmente son las de 
poliestireno sulfonado: 




SOj SOj 



Esta clase de resina separa los aminoacidos de dos mo- 
dos. En primer lugar, al estar cargada negativamente, tiende a 
hacer pasar los aminoacidos acidos primero y retener los ba- 
sicos. El pEl del amortiguador eluyente se aumenta durante la 
elution para facilitar esta separation. En segundo lugar, la na- 
turaleza hidrofoba del propio poliestireno tiende a retener los 
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aminoacidos mas hidrofobos como la leucina y la fenilalanina. 
En la Figura 5B.1 se presenta un ejemplo de este tipo de ana- 
lisis. Observese el orden de aparicion de los aminoacidos, que 
va del mas acido al mas basico. Los analizadores de aminoa- 
cidos modernos estan completamente programados y llevan a 
cabo la separation cromatografica de los aminoacidos y su 
cuantificacion. Cada vez mas, los investigadores optan por la 
E1PLC (vease Elerramientas de la Bioquimica 5A) para la se- 
paration de los aminoacidos. Sus ventajas son la rapidez y 
una resolution incluso mejor. 

Existen muchos metodos para detectar y cuantificar los 
aminoacidos que eluyen de la columna. Las tecnicas mas 
antiguas utilizaban la reaction con ninhidrina (Figura 5B.2). 
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Reaccion de la ninhidrina. 
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FIGURA 5B.1 

Analisis de un hidrolizado proteico en un 
analizador de aminoacidos de columna unica. 
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La mnhidrma se mezclaba y reaccionaba a 100°C con los ami- 
noacidos que eluyen del analizador; a continuation, se detec - 
taba espectrofotometricamente la absorbancia de cada pico 
(que es proporcional a la concentration del aminoacido) en el 
mismo instrumento. Con esta tecnica pueden detectarse unos 
pocos nanomoles (10 -9 mol) de un aminoacido. 

Mas recientemente, la sensibilidad del analisis ha mejora- 
do en gran medida con el uso de reactivos fluorescentes y de- 
tection fluorescente, que ha sustituido casi por completo a 
los metodos espectrofotometricos. Por ejemplo, los aminoa- 
cidos pueden hacerse reaccionar con o-ftalaldehido para pro- 
ducir un complejo fluorescente: 

H 

R 

+ I 

H 3 N — CH— COO- + hs-ch 2 — ch 2 -oh 

Aminoacido /?-Mercaptoetanol 




H 

o-Ftalaldehido 




2H 2 0 + H + 



Derivado isoindol 
del aminoacido 



Tales tecnicas proporcionan facilmente una sensibilidad del 
orden de picomoles (pmol, o 10 -12 mol). Los avances recientes 
que utilizan un nuevo sistema de microelectroforesis y detec- 
tion de fluorescencia han ampliado esta sensibilidad al orden 
de atomoles (amol, o 10 -18 mol). Esta cantidad corresponde 
solo a unos pocos miles de moleculas. De hecho, las tecnicas 
de analisis de aminoacidos han llegado hasta el punto de que 
puede analizarse con facilidad la cantidad de proteina que 
contiene una mancha en una electroforesis en gel bidimen- 
sional. 



Por supuesto, estos procedimientos no son tan sencillos m 
presentan tan pocos problemas como podria deducirse a partir 
del comentario anterior. Algunos aminoacidos presentan pro- 
blemas en la reaction con los compuestos utilizados para la 
detection; en particular la prolina, dado que es un aminoacido 
ciclico, suele reaccionar de modo diferente o no reacciona en 
absoluto. Ademas, algunos aminoacidos tienden a quedar par- 
cialmente destruidos durante la hidrolisis intensa. En este as- 
pecto presenta problemas el triptofano y debe determinarse 
mediante un analisis por separado, normalmente basado en su 
fuerte absorbancia ultravioleta (vease la Figura 5.6). La serina, 
la treonina y la tirosina tambien tienden a degradarse durante 
una hidrolisis larga. Estas dificultades pueden evitarse en gran 
medida realizando reacciones protectoras previas o midiendo el 
contenido aparente del aminoacido en momentos distintos de 
la hidrolisis y extrapolandolo al momento cero de la hidrolisis. 
La asparagina y la glutamina se hidrolizan invariablemente para 
dar los acidos aspartico y glutamico, de modo que el contenido 
total observado de estos acidos incluye las amidas. Esta reaction, 
como las demas reacciones de degradation mencionadas antes, 
puede evitarse utilizando una hidrolisis enzimatica, con una 
mezcla de enzimas proteoliticas, en lugar de la hidrolisis acida. 
Sin embargo, este metodo tambien presenta inconvenientes, 
porque a veces es dificil lograr una hidrolisis completa y las 
mismas enzimas deben eliminarse antes del analisis. 

A pesar de estas complicaciones, el analisis de aminoacidos 
mediante analizadores automatizados se ha convertido en una 
operation habitual en muchos laboratories. Uno de los pri- 
meros analisis de cualquier proteina recien descubierta es in- 
variablemente su composition de aminoacidos. 
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Como secuenciar una proteina 



La determinacion de la estructura primaria de una proteina, 
como el analisis similar de los acidos nucleicos, suele deno- 
minarse secuenciacion. Existen varias maneras de determinar 
la secuencia de aminoacidos. Como se menciono en la pagina 
158, la determinacion de la secuencia del gen se esta convir- 
tiendo rapidamente en uno de los metodos mas faciles. De 
hecho, a medida que se estan determinando los genomas com- 
pletes de muchos organismos, se esta adquiriendo automati- 
camente la informacion de las secuencias de miles de protei- 
nas, muchas de ellas de funcion aun desconocida. No obstante, 
como se ha senalado, esas secuencias no nos proporcionan 
informacion sobre las modificaciones de los aminoacidos o so- 
bre la existencia de entrecruzamientos intramoleculares como 
los enlaces disulfuro y para encontrarlos debemos secuenciar 
la proteina. Hoy en dia, practicamente todas las secuenciacio- 
nes directas se realizan por el metodo desarrollado por Pehr 
Edman. La degradacion de Edman emplea la secuencia de 
reacciones que aparece en la Figura 5C.1. El fenilisotiocianato 
reacciona en medio alcalino con el grupo amino terminal para 
dar un derivado de feniltiocarbamilo del peptido (Figura 5C.1, 
paso 1). Este derivado se trata posteriormente con un acido 
anhidro fuerte que produce la rotura del enlace peptidico en- 
tre los residuos 1 y 2 (paso 2). 

El derivado del residuo N-terminal se reagrupa a conti- 
nuation para dar un derivado de feniltiohidantoina (PTH) 
del aminoacido (paso 3). Se han logrado dos cosas importan- 
tes. En primer lugar, el residuo N-terminal se ha marcado con 
una etiqueta identificable, mientras que el resto del polipepti- 
do no se ha destruido; sencillamente se ha acortado en un re- 
siduo. A continuation, puede repetirse toda la secuencia de re- 
acciones y determinarse el segundo residuo. Por repetition 
continuada, puede “leerse” un polipeptido largo empezando 
desde el extremo N-terminal. Este procedimiento es la base del 
metodo mas importante para secuenciar directamente las ca- 
denas polipeptidicas. 

Actualmente se realiza casi por complete de forma auto- 
matica en aparatos denominados secuenciadores. Este tipo de 
dispositivos es capaz de realizar todas las reacciones que se 
presentan en la Figura 5C. 1 una y otra vez. El secuenciador 
acumulara en un tubo aparte el derivado de feniltiohidantoi- 
na (PTH) de cada residuo de aminoacido del polipeptido, co- 
menzando con el residuo N-terminal y realizando tantos ciclos 
como desee el operador o lo permita la precision. Los deriva- 
dos de PTH normalmente se identifican por cromatografia 
de alta resolution. 

La proteina que utilizaremos como ejemplo es la insulina 
bovina. Esta election es adecuada, ya que fue la primera protei- 
na secuenciada por Frederick Sanger y sus colaboradores a 
principios de los anos 1950. (Evidentemente, los metodos que 
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Degradacion de Edman. 



describimos son mucho mas sofisticados que los que disponia 
Sanger en su trabajo pionero.) El ejemplo es tambien mas com- 
plicado que la mayoria, ya que tenemos dos cadenas conectadas 
de forma covalente, y hay que localizar los enlace S — S. Los pa- 
sos del procedimiento se presentan en la Figura 5C.2. 
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FIGURA SC. 2 



Secuenciacion de la cadena B de 
la insulina. 
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El investigador que desee secuenciar una proteina prime- 
ro debe asegurarse de que el material es puro. La proteina 
puede separarse de otras protelnas por una combinacion de 
los metodos descritos en Herramientas de la Bioqulmica 5A y 
comprobarse su pureza mediante electroforesis, enfoque isoe- 
lectrico o los dos metodos a la vez. A continuacion, debe de- 
terminarse si el material contiene mas de una cadena poli- 



peptldica, ya que en algunos casos los puentes disulfuro enla- 
zan cadenas de modo covalente. La electroforesis en gel con 
dodecilsulfato sodico (SDS) en presencia y ausencia de agen- 
tes reductores puede responder a esta pregunta. En el ejemplo 
de la insulina, el investigador encontrarla que hay dos cadenas, 
A y B, como muestra la Figura 5C.2. Estas cadenas deben se- 
pararse y secuenciarse individualmente. Existen distintas reac- 
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ciones para romper los enlaces disulfuro y asi separar las ca- 
denas. A continuation, se describen las dos reacciones de este 
tipo mas importantes. 

La oxidation con acido performico es la tecnica que se uti- 
liza en la Figura 5C.2, paso 1. El agente oxidante fuerte acido 
performico producira acido cisteico: 
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La reduction con [3-mercaptoetanol es una tecnica mas suave. 
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La reduction deja grupos sulfhidrilo libres, que suelen estar 
colocados de modo que es probable la reoxidacion para for- 
mar de nuevo el enlace disulfuro. En consecuencia, suelen 
bloquearse los sulfhidrilos para impedirlo. Un agente blo- 
queante comun es el yodoacetato: 
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Si se lleva a cabo alguno de estos dos metodos con la in- 
sulina, la proteina completa se fragmenta en cadenas A y B. A 



continuation, pueden separarse estas cadenas por metodos 
cromatograficos. 

Antes de secuenciar las cadenas individuales, suele deter - 
minarse su composition de aminoacidos (vease Herramientas 
de la Bioquimica 5B). Esta determination puede senalar com- 
posiciones poco habituales y de este modo alertar al operador 
ante problemas potenciales. Ademas, los datos de la composi- 
tion serviran para comprobar los resultados de la secuencia- 
cion, ya que la secuencia determinada debe concordar con la 
composition. 

En este momento puede iniciarse la secuenciacion. El in- 
vestigador debe tener presente que ni siquiera las mejores tec- 
nicas de secuenciacion de Edman pueden producir resultados 
fiables mas alia de 40-60 residuos. A partir de este punto, las 
impurezas acumuladas y las reacciones incompletas producen 
resultados ambiguos. Si la electroforesis en gel SDS ha indica- 
do que la cadena es de esta longitud o superior, primero es 
necesario fragmentarla en partes de tamano manejable. En el 
caso de la insulina bovina, las cadenas A y B son tan cortas que 
las tecnicas modernas podrian secuenciarlas en una sola ope- 
ration del secuenciador. Pero para presentar los metodos ne- 
cesarios para proteinas mas grandes, supondremos que el in- 
vestigador debe fragmentar las cadenas de insulina en 
polipeptidos pequenos. (En realidad, este fue el caso en los es- 
tudios iniciales de secuenciacion de Sanger sobre la insulina.) 
Supongamos que debe secuenciarse la cadena B de la insulina. 
El primer paso seria fragmentar partes alicuotas de la cadena 
con dos o mas de los reactivos fragmentadores especificos des- 
critos previamente. La tripsina y la quimotripsina, por ejemplo, 
producirian los peptidos que aparecen en los pasos 2 y 3, res- 
pectivamente, de la Figura 5C.2. A continuation, se aislarian los 
peptidos individuales de cada una de las dos mezclas utilizan- 
do, por ejemplo, cromatografia de intercambio ionico, y po- 
drian determinarse sus secuencias (Figura 5C.2, paso 4). 

En la actualidad se utilizan varias tecnicas instrumentales 
para secuenciar peptidos mediante la tecnica de Edman. A 
continuation, se presentan las descripciones de dos de ellas. 

En el secuenciador de fase solida de pulso liquido (Figu- 
ra 5C.3), el polipeptido se acopla de modo covalente median- 
te su C-terminal a una matriz solida de soporte. Esta matriz es 
algunas veces una membrana polimerica delgada, que se man- 
tiene en el recipiente de reaction o puede ser lechos de resina 
a los que se acopla la proteina. Se anaden los reactivos, se pro- 
duce la reaction y los productos se extraen automaticamente. 
Se recogen y analizan los derivados de feniltiohidantoina. 

En una tecnica variante, la secuenciacion en fase gaseosa, 
muchos de los reactivos se anaden en estado gaseoso, lo cual 
minimiza las perdidas y proporciona unos analisis mas rapi- 
dos. Estos metodos en fase solida pueden secuenciar cantida- 
des muy pequenas de polipeptidos; en ocasiones es suficiente 
con solo 1 iu g (10 -3 mg). 

Volviendo a la secuenciacion de la insulina bovina, su- 
pongamos que se han secuenciado todos y cada uno de los 
peptidos que aparecen en la Figura 5C.2 (paso 4). A pesar de 
que con solo los peptidos tripticos se cubre toda la secuencia, 
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Recipiente de reaccion en un secuenciador automatico de 
fase solida. 



no son suficientes para permitirnos escribir la secuencia de la 
cadena B de la insulina, ya que no conocemos el orden en el 
que aparecen en la cadena. Sin embargo, tambien tenemos 
los peptidos quimiotripticos, que solapan los tripticos; en con- 
secuencia, se elimina toda ambigiiedad. Solo una disposicion 
de la cadena completa concuerda con las secuencias de estos 
dos conjuntos de peptidos, como puede verse comparando 
las secuencias que se solapan (paso 5). 

Finalmente, la caracterizacion completa de la estructura 
covalente de una proteina requiere localizar las posiciones de 



todos los enlaces disulfuro. En la preparation para la secuen- 
ciacion, estos enlaces se habran destruido, pero se habran de- 
terminado las posiciones de todas las cisteinas, algunas de las 
cuales pueden participar en el enlace. La pregunta es: ;que cis- 
teinas estan unidas de este modo en la proteina nativa y cual 
esta conectada a cual? 

Para determinar la disposicion de los enlaces disulfuro, el 
investigador empieza de nuevo con la proteina nativa, la in- 
sulina en el ejemplo que aparece en la Figura 5C.4. La reaccion 
con yodoacetato marcado radiactivamente senala los residuos 
de cisteina libres, y la fragmentation de la proteina en los mis- 
mos peptidos de la secuenciacion permite que se identifiquen 
las posiciones de estas cisteinas no enlazadas (paso 1). A con- 
tinuation se fragmentan muestras de la proteina intacta con 
varios agentes fragmentadores, pero en esta ocasion sin rom- 
per primero los enlaces disulfuro (pasos 2 y 3). Algunos pep- 
tidos, que estan conectados por estos enlaces, estan unidos 
entre si. A continuation, pueden aislarse y romper sus enlaces 
disulfuro para averiguar el peptido que contiene cada uno del 
conjunto original. 

Hasta el momento hemos descrito como se puede deter- 
minar toda la secuencia de aminoacidos, o estructura prima- 
ria, de una proteina. Tales analisis se han llevado a cabo en va- 
rios millares de proteinas distintas en los ahos transcurridos 
desde que Sanger determino por primera vez la secuencia de 
la insulina. El simple hecho de que tal secuenciacion pueda 
llevarse a cabo es una prueba convincente de que cada protei- 
na tiene una estructura primaria unica. 
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FIGURA 5C.4 

Localizacion de los enlaces disulfuro en 
la insulina. 
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La sintesis quimica de peptidos de secuencia definida ha pa- 
sado a ser de gran importancia en medicina y biologia mo- 
lecular. Pueden fabricarse algunas hormonas sinteticas con 
modificaciones no naturales que las hagan mas estables. Pue- 
den utilizarse peptidos sinteticos para producir eficazmente 
anticuerpos contra porciones de protemas especificas; estos 
anticuerpos son utiles para estudiar la interaccion de las pro- 
temas con otras moleculas. 

Para sintetizar un peptido de secuencia definida deben 
cumplirse varios criterios: 

1. Debe ser posible anadir aminoacidos de uno en uno, 
preferiblemente en un reactor automatizado. 

2. Debido a la metaestabilidad del enlace peptidico, los 
aminoacidos deben activarse de algun modo. 

3. Para evitar las reacciones secundarias, deben bloquear- 
se todos los grupos reactivos distintos de los grupos 
amino y carboxilo adyacentes al carbono a. Esta es la 
funcion del agente bloqueante. 

El esquema que se utiliza habitualmente en la actualidad se 
presen ta en la Figura 5D.1. Fue disenado por Bruce Merrifield. 



Clave: 

A = activador: suele ser una b = agente bloqueante. Para los grupos aminos 
carbodiimida: se puede usar un grupo f-butiloxicarboxilo: 
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FIGURA 5P.1 

Reacciones de la sintesis peptidica en fase solida. 
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El aminoacido C-terminal del peptido deseado se une de 
modo covalente a una resina, con su grupo H 3 N — expuesto. 
El aminoacido que debe anadirse a continuacion se activa por 
reaccion de su carboxilo con un reactivo de carbodiimida, 
mientras que se bloquea su grupo amino con un f-butiloxi- 
carbonilo (paso 1). Pueden utilizarse otros grupos bloquean- 
tes para otros grupos reactivos en las cadenas laterales de los 
aminoacidos. La reaccion de acoplamiento produce un di- 
peptido, que aun contiene un grupo amino bloqueado. Este 
grupo se desbloquea utilizando acido trifluoroacetico (paso 2) 
y, a continuacion, se anade el siguiente residuo activado (paso 
3). Todas las reacciones se llevan a cabo automaticamente, 
con las cadenas en crecimiento fijadas a la resina. En el ultimo 
paso (que no se muestra), se anade HF para fragmentar la ca- 
dena, asi como cualquier grupo bloqueante de las cadenas la- 
terales de lisina y otros grupos reactivos. 

Utilizando estos metodos, pueden sintetizarse de forma ru- 
tinaria peptidos con una longitud de alrededor de 100 residuos 
con un buen rendimiento; en algunos casos se han producido 
cadenas incluso mas largas. Merrifield ha sintetizado, por ejem- 
plo, una enzima activa (ribonucleasa) de 124 residuos. 

Dispositivos combinatorios de peptidos 
organizados espacialmente y dirigidos 
por la luz 

Frecuentemente es necesario analizar simultaneamente un 
gran numero de peptidos diferentes para algun tipo de activi- 



dad biologica. Por ejemplo, puede quererse conocer que 
miembro de una gran familia de oligopeptidos similares es el 
antigeno que reacciona con un anticuerpo especifico. Inicial- 
mente, este era un proceso muy laborioso que requeria hasta 
centenares de sintesis diferentes. 

En la actualidad, es posible preparar dispositivos bidi- 
mensionales microscopicos que contienen muchas combi- 
naciones de peptidos crecidos sobre una superficie solida 
utilizando tecnicas fotolitograficas. En la Figura 5D.2 se ilus- 
tra la tecnica basica. Los aminoacidos que se van a emplear 
tienen bloqueado el N-terminal con un grupo protector fo- 
tolabil y llevan grupos carboxilo activados. En primer lugar, 
reacciona una clase de aminoacidos (en este caso Leu) con 
una superficie cubierta con grupos amino. A continuacion, se 
ilumina toda la superficie, con lo que se eliminan los grupos 
protectores. Luego puede anadirse a cada cadena un segundo 
aminoacido activado. En este ejemplo, tras cuatro ciclos ha 
crecido en cada lugar el peptido GGFL. Comienza ahora la 
parte ingeniosa: en el ciclo siguiente, se coloca sobre la su- 
perficie una mascara rectangular, de forma que solo se ilu- 
mina la mitad de cuadrados de un patron de reconocimien- 
to. Esto permite el acoplamiento de residuos de Tyr en la 
porcion iluminada. A continuacion, se ilumina la otra por- 
cion y se acopla con Pro. De esta forma, en este ejemplo, se 
obtiene un simple patron de reconocimiento con PGGFL y 
YGGFL alternantes. La Figura 5D.3 presenta la reaccion de un 
anticuerpo fluorescente que reacciona con YGGFL en una 
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FIGURA 5P.2 

Un ejemplo de sintesis de oligopeptidos con un patron espacial dirigida por la luz. 

X indica un grupo bloqueante fotolabil unido a cada residuo de aminoacido que se anade. En los 
pasos a-d, se construye sobre la superficie el tetrapeptido GGFL. Posteriormente se emplea una 
mascara para iluminary romper los grupos bloqueantes en areas definidas, para permitir la 
adicion de tirosina (paso e). Se emplea un ciclo adicional de fotodesproteccion y acoplamiento 
para anadir prolina en las areas que quedan. 



De S. P. A. Fodor et al., Science (1 991 ) 251 .767-77 3. © 1 991 AAAS. Reproducido con permiso. 
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superficie asi. El ejemplo que se presenta es simple: pueden 
generarse facilmente patrones mucho mas complejos utili- 
zando mascaras solapantes, lo cual permite generar sobre 
una superficie miles de peptidos diferentes, con un patron 
determinado. 
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figura 5D.3 

Representation tridimensional del dispositivo de 
reconocimiento de YCCFL y PCCFL. Los datos de 
intensidad de fluorescencia se transformaron en alturas de 
agujas que son proporcionales al numero de cuentas 
detectadas de los pixeles de 2.5 pm cuadrados. Las agujas 
estan tambien codificadas por un color. 

Cortesfa de S. Fodor, Affymetrix Research Institute, reproducido por S. Fodor 
et al.. Science (1 991 ) 251 .767-77 3, con permiso de Science. 




CAPITULO 6 



Estructura tridimensional 
de las proteinas 



En el Capitulo 5 PRESENTAMOS el concepto de estructura primaria de 
las proteinas. Destacamos que este primer nivel de organization, la secuencia de 
aminoacidos, viene dado por la secuencia de DNA del gen para cada proteina. 
Sin embargo, la mayoria de las proteinas presentan tambien niveles superiores 
de organization estructural. Es la estructura tridimensional especlfka de cada 
proteina la que le permite desempenar su funcion biologica concreta. 

En la Figura 6.1 se presenta otra representation de la conformation tridi- 
mensional de la molecula de mioglobina que mostramos en la Figura 5.1. Una es- 
tructura tridimensional especlfica supone que cada uno de los miles de atomos 
de una molecula de proteina ocupa una situation espacial concreta y bien defi- 
nida dentro de la molecula. Esta caracterlstica esta destacada en la Figura 5.1. En 
cambio, la Figura 6.1 se ha dibujado para senalar que existen dos niveles distin- 
guibles del plegado tridimensional de la cadena polipeptldica. En primer lugar, la 
cadena parece encontrarse parcialmente enrollada en regiones de estructura he- 
licoidal (indicadas como A-H en la figura). Este plegado regular local se denomina 
estructura secundaria de la molecula. Las regiones enrolladas de modo helicoi- 
dal se pliegan a su vez formando una estructura compacta especlfica de toda la ca- 
dena polipeptldica. A este nivel superior de plegado lo denominamos estructu- 
ra terciaria de la molecula. Mas adelante, en este mismo capitulo, encontraremos 
que algunas proteinas constan de varias cadenas polipeptldicas, dispuestas de 
modo regular. Esta disposition se denomina nivel de organization cuaternario. 

Este capitulo esta dedicado a examinar los distintos niveles de estractura 
proteica: su geometrla, como se estabilizan y su importancia en la funcion de la 
proteina. 






Las moleculas proteicas poseen cuatro 
niveles de organization estructural: 
primaria (secuencia), secundaria 
(plegado local), terciaria (plegado 
global) y cuaternaria (asociacion de 
varias cadenas). 



Estructura secundaria: formas regulares de plegar 
la cadena polipeptldica 

DESCUBRIMIENTO de las estructuras polipeptidicas 
REGULARES 

Nuestro conotimiento sobre la estructura secundaria tiene su origen en la nota- 
ble obra de Linus Pauling, quizas el qulmico mas importante del siglo XX. Ya en 
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Amino terminal 



Carboxilo 

terminal 



FIGURA 6.1 

Plagado tridimensional de la protema mioglobina. Cada aminoacido esta indicado por un cfrculo correspondiente a su atomo de carbono 
a. Se omiten las cadenas laterales con el fin de destacar el modo en que el armazon polipeptfdico se envuelve formando helices y se pliega. Las re- 
giones helicoidales a individuales estan marcadas de la A a la H, y las regiones de giro se designan con dos letras (p. ej., GH). Esta protefna se pliega 
alrededor de un grupo hemo (que se indica en color purpura), una estructura heterocfclica en el piano que forma un quelato con el hierro y actua 
como lugar de union del oxfgeno 

© Irving Geis. 



los anos 1930 habla empezado los estudios de difraccion de rayos X de aminoaci- 
dos y peptidos pequenos, a fin de poder analizar finalmente la estructura proteica. 
A principios de los anos 1950, Pauling y sus colaboradores se sirvieron de estos da- 
tos, junto con una intuicion cientlfica poco habitual, para empezar un analisis sis- 
tematico de las posibles conformaciones regulares de la cadena polipeptidica. 
Postularon varios principios que debla cumplir cualquier estructura de este tipo: 

1. Las longitudes de enlace y los angLilos de enlace deberlan desviarse lo me- 
nos posible de los hallados en los estudios de difraccion de rayos X de los 
aminoacidos y los peptidos, tal como aparece en la Figura 5.12b (pagina 
154). 

2. Dos atomos no pueden acercarse el uno al otro a una distancia menor de 
la que les permiten sus radios de van der Waals. 

3. El grupo amida debe permanecer en un piano y en la configuracion 
trans, como se muestra en la Figura 5.12b. (Esta caracterlstica se habla re- 
conocido en los primeros estudios de difraccion de rayos X de peptidos 
pequenos.) En consecuencia, solo es posible la rotacion alrededor de los 
dos enlaces adyacentes al carbono a de cada residuo de aminoacido, tal 
como se muestra en la Figura 6.2. 
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Plano amida 



4. Es preciso algun tipo de enlace no covalente para estabilizar un plegado 
regular. La posibilidad mas evidente es el enlace de hidrogeno entre los 
protones amida y los oxigenos carbonilo: 



\ / 

N— H 0=C 

/ \ 



Este concepto resultaba natural para Pauling, que habia tenido mucho 
que ver con el desarrollo de la idea de los enlaces de H. En resumen, las 
conformaciones preferidas deben ser aquellas que permitan una cantidad 
maxima de enlaces de hidrogeno pero que al mismo tiempo cumplan los 
criterios 1-3. 

Trabajando principalmente con modelos moleculares, Pauling y sus colabo- 
radores pudieron llegar a un pequeno numero de conformaciones regulares que 
cumplian todos estos criterios. Algunas de ellas eran estructuras helicoidales 
formadas por una unica cadena polipeptidica y otras eran estructuras en forma 
de lamina formadas por cadenas adyacentes. En la Figura 6.3a y b se presentan 
las dos estructuras que propusieron como las mas probables: la helice a y la la- 
mina /3. De hecho, estas dos estructuras resultaron ser las estructuras secundarias 
mas comunes de las proteinas. En la Figura 6.4 se muestran otras dos helices po- 
lipeptidicas que se han definido posteriormente. La helice 3 10 se observa en al- 
gunas proteinas, pero no es tan comun como la helice a. La helice n, aunque es 
posible estericamente, no se ha observado, lo que tal vez se deba a que presenta 
un agujero en la parte media que es demasiado grande para permitir las inte- 
racciones de van der Waals y demasiado pequeno para admitir moleculas de 
agua potencialmente estabilizadoras. Todas las estructuras que aparecen en las 
Figuras 6.3 y 6.4 cumplen los criterios antes mencionados. En concreto, en todas 
las estructuras el grupo peptidico esta en un piano, y cada uno de los protones 
amida y cada uno de los oxigenos carbonilo (exceptuando algunos proximos a 
los extremos de las helices) participan en los enlaces de hidrogeno. Cada una de 
estas formas constituye un posible tipo de estructura secundaria de las proteinas. 

DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS: HELICES MOLECULARES 
Y LAM I NAS PEGADAS 

En Herramientas de la Bioquimica 4A presentamos una relacion de las distan- 
ces que definen una helice molecular: la repeticion cristalografica (c), el paso (p) 
y la elevacion (h). Tambien senalamos que las helices pueden ser a derechas o a 
izquierdas, y que pueden contener un numero entero de residuos por vuelta o 
bien un numero no entero. Al numero de residuos por vuelta lo denominamos 
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FIGURA 6.2 

Rotacion alrededor de los enlaces en una 
cadena polipeptidica. Se muestran dos 
pianos amida adyacentes en verde claro. Solo 
esta permitida la rotacion alrededor de 
O 

II 

los enlaces N — C„y C a — C — . Los angulos 
de rotacion alrededor de estos enlaces se 
definen respectivamente como <j> y i//, con 
direcciones definidas como rotacion positiva, 
tal como senalan las flechas; la rotacion 
positiva es en el sentido de las agujas del reloj 
como se ve en el carbono a. La conformacion 
extendida de la cadena que se muestra aquf 
corresponde a <p = + 1 80 e , y/ = +1 80 2 . 



De entre las diversas estructuras 
secundarias posibles de los 
polipeptidos, las que se encuentran 
con mayor frecuencia son la helice a, 
la lamina /3 y la helice 3 10 . 
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FIGURA 6.3 

Helice a y lamina p. Estas son las dos 
estructuras secundarias regulares mas 
importantes de los polipeptidos. Linus Pauling 
predijo su existencia. (a) En la helice a los 
enlaces de hidrogeno se forman dentro de una 
unica cadena polipeptfdica y son casi paralelos 
al eje de la helice. (b) En la lamina p, los 
enlaces de hidrogeno se forman entre cadenas 
adyacentes, de las cuales aquf solo aparecen 
dos. En esta estructura, los enlaces de 
hidrogeno son casi perpendiculares a las 
cadenas. 

© Irving Geis. 





Helice a 



Lamina p 



n y al numero de residuos por repeticion m. Este ultimo siempre ha de ser un 
numero entero, puesto que define una repeticion exacta de la estructura. Si 
existe un numero entero de residuos por vuelta, la repeticion y el paso seran 
iguales, y n = m. En la Figura 6.5 se presentan esquematicamente algunas heli- 
ces de este tipo. Observese que, a medida que aumenta el numero de residuos 
por vLielta, la estructura cambia progresivamente desde una helice ancha hasta 
una cinta plana. Ademas, el cambio progresivo en la misma direccion conduce 
a helices de giro opuesto. Se produce la misma inversion de giro cuando inten- 
tamos construir helices polipeptidicas con mas de 5 residuos/vuelta. La helice se 
amplia hasta un anillo cerrado. No todas estas estructuras se hallan en los po- 
lipeptidos. Por ejemplo, la estructura de cadena unica con n = 2 que se muestra 
en la Figura 6.5 no se da en la naturaleza, como vamos a explicar en breve. 

Una de las intuiciones mas importantes de Pauling fue reconocer que las he- 
lices polipeptidicas no tienen por que tener un numero entero de residuos por 
vuelta. Por ejemplo, la helice a se repite tras exactamente 18 residuos, que re- 
presentan 5 vueltas. En consecLiencia, tiene 3.6 residuos por vuelta. Dado que el 
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FIGURA 6.4 

Otras estructuras secundarias posibles de 
los polipeptidos. (a) La helice 3, 0 se 
encuentra en las protefnas, pero es menos 
comun que la helice a que aparece en la Figura 
6.3a. (b) La helice n (o 4.4 16 ) es posible 
estericamente, pero hasta el momento no se ha 
observado en las protefnas. 

© Irving Geis. 



paso de una helice viene dado por p = nh, tenemos para la helice a, con una ele- 
vacion de 0.15 nm/residuo, p = 3.6 (res/vuelta) X 0.15 (nm/res) = 0.54 nm/vuel- 
ta. Los parametros para las otras helices que aparecen en las Figuras 6.3 y 6.4 se 
indican en la Tabla 6.1. 

Los parametros que se han definido anteriormente describen a la mayoria de 
las helices moleculares. Para las helices polipeptidicas, con enlaces de hidroge- 
no, existe otra magnitud importante. Si se examina el modelo de helice (X 
(Figura 6.3a), se observara que cada oxigeno del carbonilo esta unido por enlace 
de hidrogeno al proton de la amida del cuarto residuo mas adelante de la heli- 
ce. Por consiguiente, si incluimos el enlace de hidrogeno, se forma un bude de 
13 atomos. La Figura 6.6 muestra esto de forma esquematica para cada una de 
las helices de las Figuras 6.3 y 6.4. Cada tipo de helice tiene un numero distin- 
to de atomos en este buck de enlaces de hidrogeno. A este numero le llamare- 
mos N. Entonces, un modo rapido de describir una helice polipeptidica es me- 
diante la abreviatura n N , donde n es el numero de residuos por vuelta. La helice 
3 10 encaja en esta descripcion. Presenta exactamente 3 residuos por vuelta y un 
bucle de enlaces de hidrogeno de 10 elementos. La helice (X tambien podria 
llamarse helice 3.6 13 , y la helice 71, helice 4.4 16 . 

Dado que los enlaces de hidrogeno tienden a ser lineales, los atomos 
N — H - • ■ O en las helices polipeptidicas deben estar en una linea recta. Si se exa- 
minan las Figuras 6.3 y 6.4, se vera que este requisito se satisface como minimo 
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TABLa 6.1 Parametros de algunas estructuras secundarias polipeptfdicas 



Tipo 

de Estructura 


Residuos/ 

Vuelta 


Elevacion 

w 


Numero de atomos 
en un anillo con 
enlace de H 


<M°) 


v(°) 


Lamina / 3 antiparalela 


2.0 


0.34 


a 


-139 


+ 135 


Lamina /J paralela 


2.0 


0.32 


a 


-119 


+ 113 


Helice 3 10 


3.0 


0.20 


10 


-49 


-26 


Helice a (3.6 13 ) 


3.6 


0.15 


13 


-57 


-47 


Helice n (4.4 16 ) b 


4.4 


0.12 


16 


-57 


-70 



a El enlace es entre cadenas polipeptldicas. 

^Posible desde un punto de vista esterico, pero no se ha observado en las proteinas. 



aproximadamente para las helices 3 10 , a y n. No obstante, es muy dificil formar 
helices con solo dos residuos por vuelta y enlaces de hidrogeno lineales entre los 
residuos de la misma cadena. Por consiguiente, la unica estructura n = 2 que se 
halla en las proteinas no es la cinta plana que aparece en la Figura 6.5, sino la es- 
tructura de lamina plegada [3 de la Figura 6.3b. En la lamina plegada [3 todos los 
residuos presentan una rotacion de 180° respecto al precedente, con lo que 
cada cadena se convierte en una helice n = 2. Si las cadenas tambien estan ple- 
gadas en la forma de acordeon de la Figura 6.3b, pueden producirse enlaces de 
hidrogenos lineales entre cadenas adyacentes. La formacion de enlaces entre 
cadenas permite corregir los angulos de enlace con una tension minima cuan- 
do n = 2. Las laminas /3 pueden formarse de dos maneras. Las cadenas pueden 
tener sus direcciones N — »- C en paralelo, para formar la lamina [3 paralela, o 
bien pueden ser antiparalelas como en la Figura 6.3b. Resulta instructive in- 
tentar formar estas estructuras utilizando modelos moleculares. Se vera que 
hacer una helice n = 2 con enlaces de H internos resulta problematico, pero las 
estructuras de lamina plegada se forman naturalmente. 




P = o 



n = 5 
Anillo 



n = 4 

Helice (a derechas) 



n = 3 n = 2 

Helice (a derechas) Cinta plana 



n = - 3 

Helice (a izquierdas) 







FIGURA 6.5 

Helices idealizadas. Estas estructuras hipoteticas demuestran el efecto producido al variar el numero (n) de residuos polipeptfdicos por vuelta 
de una helice. En cada caso, esta indicado el paso (p), y en el caso de n = 2 tambien se presenta la elevacion ( h ). Los polipeptidos pueden formar 
helices que oscilan entre un anillo cerrado {n = 5, p = 0) y una helice doble ( n = 2), en la cual cada residuo tiene una rotacion de 1 80 e respecto al 
precedente. Aquf se presentan todos los valores enteros positivos de n y un ejemplo de un valor negativo. Las helices n = 4yn=3 son a derechas, 
la helice n = - 3 es a izquierdas, y la n = 5 (un anillo) y la n = 2 (una cinta) no presentan lateralidad. La helice a a derechas (que no se muestra 
aqui), con n = 3.6, es un intermedio entre las estructuras n = 3 y n = 4. 
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FIGURA 6.6 

Patrones de enlaces de hidrogeno para cuatro helices. Las 

estructuras se representan de modo esquematico a fin de simplificar el 
recuento de atomos en cada bucle con enlace de H. Por ejemplo, hay 1 3 
atomos en el bucle H correspondiente a la helice a (3.6 13 ). 

© Irving Geis. 



En consecuencia, las posibles estructuras secundarias de las protemas se di- 
viden en dos clases generales: diferentes helices y como minirno dos tipos de la- 
mina plegada. Pero el solo hecho de que pueda dibujarse una estructura y que esta 
contenga buenos enlaces de H no significa que exista necesariamente. Muchos de 
los tipos de conformaciones de cadena que pueden imaginarse son imposibles es- 
tericamente porque se solaparian los atomos del armazon, los de las cadenas la- 
terales o de ambos a la vez. Estas restricciones estericas solo pueden apreciarse por 
completo examinando los modelos de relleno espacial. Por ejemplo, la helice a de 
la Figura 6.7 esta totalmente comprimida con los grupos R en el exterior. Para 
examinar el amontonamiento esterico de modo sistematico, precisamos un pro- 
cedimiento general para describir las conformaciones polipeptidicas. 



REPRESENTACIONES DE RAMACHANDRAN 

Tal como se mostro en la Figura 6.2, cada uno de los residuos de una cadena po- 
lipeptidica tiene dos enlaces del armazon alrededor de los cuales pueden efec- 
tuarse rotaciones: el enlace entre el nitrogeno y el carbono a, y el enlace entre 
el carbono a y el oxigeno del carbonilo. Los angulos de rotacion alrededor de es- 
tos enlaces, definidos como </> (phi) y iff (psi) respectivamente, pueden ajustar- 
se para formar estructuras distintas. De este modo, se puede describir la con- 
formacion del armazon de cualquier residuo concreto de una proteina 
especificando estos dos angulos. Para conseguir que la definicion tenga signifi- 
cado, debemos especificar lo que queremos decir con una direccion positiva de 
la rotacion y la conformacion de angulo cero de cada uno de ellos. Los conve- 
nios elegidos para las direcciones de rotacion positiva alrededor de <j) y iff se dan 
mediante las flechas de la Figura 6.2, esto es, en el sentido de las agujas del re- 
loj cuando se mira en cualquier direccion desde el carbono (X. La conformacion 
que aparece en esa figura corresponde a <j> = +180° y iff = +180°, la forma total- 
mente extendida de la cadena polipeptidica. 

Con estos convenios, la conformacion del armazon de cualquier residuo con- 
creto de una proteina puede describirse por un punto en un mapa (Figura 6.8) 
con coordenadas <j> y iff. Para determinados tipos sencillos de estructura secun- 



FIGURA 6.7 

Seymento de una helice a presentada 
como modelo de relleno espacial. 

El segmento que se muestra es el de la helice E 
de la mioglobina de cachalote (vease la 
Figura 6.1). 

Cortesfa de Richard J. Feldman, National Institutes of Health. 



Pueden imaginarse muchas estructuras 
secundarias, pero solo son posibles 
estericamente unas pocas. La 
representacion de Ramachandran 
senala las conformaciones permitidas. 
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daria (por ejemplo, las helices a), todos los residuos estan en conformaciones 
equivalentes, y tienen angulos 0 y (// equivalentes; de este modo los puntos de to- 
dos los residuos se solaparian. En consecuencia, un unico punto en un mapa 
como este tambien puede describir una estructura secundaria determinada. Estos 
mapas se denominan representaciones de Ramachandran, por el bioquimico 
G. N. Ramachandran que los utilizo por primera vez de forma amplia. 

La representacion de Ramachandran de la Figura 6.8 ilustra las posiciones de 
las diversas estructuras secundarias regulares comentadas anteriormente, asi como 
algunas mas que tambien son concebibles. Observese que todas las helices con un 
numero entero determinado de residuos por vuelta se encuentran en alguna del 
conjunto de lineas numeradas trazadas a lo largo del mapa. Es particularmente im- 







Clave: 

□ Area permitida 

□ Helice 

a derechas 

□ Helice 

a izquierdas 

\ Valores de n 

(T) Lamina p 
enrollada: 
paralela o 
antiparalela 

( 3 ) Helice 3 10 

("jr) Helice 44 16 

(IT) Anillo de 
5 elementos 

( 2 ) Cinta doble 



figura 6.8 

Representacion de Ramachandran. Este tipo de mapa puede utilizarse para describir la conformacion del armazon de cualquier residuo 
polipeptfdico asf como de algunas estructuras secundarias sencillas de las protefnas. Las coordenadas son los angulos de enlace 0 y y/, definidos 
como en la Figura 6.2. Las areas blancas corresponden a las conformaciones permitidas, que varfan segun el volumen de las cadenas laterales; en 
esta representacion se supone que todos los residuos son alaninas. Las Ifneas coloreadas que recorren el grafico corresponden a diversos valores de n 
(residuos por vuelta); la bisectriz del grafico corresponde a n = 2. La helice es a derechas cuando n es positiva (regiones rosa) y a izquierdas cuando n 
es negativa (regiones azul). Los cfrculos con sfmbolos corresponden a estructuras secundarias importantes, como se indica en los margenes. 
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FIGURA 6.9 

Una conformacion no permitida 
estericamente. La conformacion <j> = 0, 
y/ = 0 no esta permitida en ninguna 
cadena polipeptfdica debido al choque 
esterico entre el oxfgeno carbonilo y el 
proton amino. 



portante la linea correspondiente a la cinta plana ( n = 2) y los puntos correspon- 
dientes a los anillos cerrados (n = 5). Cuando se pasan estos, cambia la mano de 
la helice, lo cual puede comprenderse facilmente a partir del siguiente experimen- 
to imaginario. Supongamos que se desenrolla una helice a derechas hasta que se 
aproxima a una cinta plana. El valor de n disminuira hasta que, cuando n = 2, se 
alcance la estructura de cinta plana. Si se continua enrollando en la misma direc- 
cion, empieza a formarse una helice a izquierdas. De modo parecido, en una pro- 
gresion hacia helices mas y mas anchas, el paso disminuye continuamente. Una ca- 
dena polipeptidica puede formar un anillo de cinco elementos con un paso = 0, 
que se encuentra en el limite entre helices a derechas y a izquierdas. 

Una de las caracteristicas mas utiles de los mapas de Ramachandran es que 
nos permiten describir de forma muy simple las estructuras que son posibles es- 
tericamente y las que no lo son. Cada punto sobre la superficie del mapa co- 
rresponde a un par de angulos 0, iff, y en consecuencia a una estructura secun- 
daria concebible. Pero para muchos pares de valores 0, i//, algunos atomos de la 
cadena se aproximarian mas de lo que les permiten sus radios de van der Waals. 
En la Figura 6.9 se muestra un ejemplo. Tales conformaciones quedan de scar - 
tadas estericamente. Ramachandran y otros investigadores han examinado toda 
la superficie del mapa, utilizando modelos y ordenadores para determinar las 
conformaciones que son posibles realmente. Las parejas de 0, iff permitidas se 
encuentran en las areas blancas de la Figura 6.8. Queda claro que solo una pe- 
quena ffaccion de las conformaciones concebibles es realmente posible. Todas 
las estructuras regulares que hemos comentado se encuentran en estas areas o 
estan muy proximas a ellas. 

A pesar de que la Figura 6.8 presenta la helice a a izquierdas en el limite de 
una region permitida, en realidad no esta tan favorecida como la forma a dere- 
chas. Esta diferencia se debe a que todos los aminoacidos de las proteinas son de 
la forma l. Con los aminoacidos l la interferencia esterica entre las cadenas late- 
rals y el armazon de la helice es menor con una helice a derechas que con una a 
izquierdas. Este principio puede comprenderse a partir de una inspection cui- 
dadosa de la Figura 6.3a. Observese que cada grupo r es aproximadamente trails 
respecto al oxigeno del carbonilo adyacente. Si el aminoacido fuese d en lugar de 
L, la orientation seria cis, con mayor probabilidad de conflicto esterico. Recuerdese 
del Capitulo 5 que los quimicos han sintetizado recientemente proteinas con to- 
dos los aminoacidos d. Tal como se esperaba, estas proteinas presentan helices a 
a izquierdas. La importancia de tales efectos de la cadena lateral depende del vo- 
lumen de la cadena lateral. El mapa que se presenta en la Figura 6.8 se dibujo su- 
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



FIGURA 6.10 

Representation de Ramachandran de los 
residuos del inhibidor de la tripsina 
pancreatica bovina (BPTI). Las posiciones 
de las principales estructuras estan indicadas 
mediante cfrculos amarillos. Observese que la 
mayorfa de los pares <j>, \\i se encuentran dentro 
o cerca de las regiones permitidas (blancas) y 
cerca de las estructuras mas importantes. La 
mayorfa de los puntos alejados de las regiones 
permitidas corresponden a glicinas. 
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poniendo que todos los residuos son L-alanina (es decir, todos tienen cadenas la- 
terals con CH 3 ). Si se consideran cadenas laterales mas voluminosas, la region 
“permitida” se contraeria. A1 contrario, la glicina, con su cadena lateral — H per- 
mite mas conformaciones de las que aparecen en la Figura 6.8. 

El analisis precedente de la estructura proteica es bastante abstracto. jComo 
se ajusta a la realidad? Bastante bien, como se ve en la Figura 6.10, que indica los 
angulos (p, y/ individuales de los residuos de aminoacidos de una proteina pe- 
quena. Estas magnitudes se han calculado a partir de un examen detallado de la 
estractLira molectilar real, determinada mediante difraccion de rayos X. La ma- 
yoria de los puntos de este mapa se encuentran cerca de la position a R o de las 
posiciones de lamina /3. Pero no corresponden exactamente a estos puntos, lo 
cual da fe de la existencia de distorsiones de estas estructuras en una proteina 
real y de la existencia de regiones de estructura diferente de la lamina /3 o la he- 
lice cl. A pesar de que la mayoria de los puntos se encuentran en areas “permi- 
tidas”, algunos se encuentran en areas “no permitidas”. Se trata principalmente 
de glicinas, para las que se permite una gama de angulos (j ), !// mucho mas am- 
plia, dado que la cadena lateral es muy pequena. 

Hasta el momento, miestra exposition proporciona una base para com- 
prender los fundamentos de la estructura proteica. Ahora es el momento de 
considerar algunos casos especificos. Empezaremos observando que existen 
dos clases principales de proteinas. Se denominan fibrosas y globulares, y se dis- 
tinguen por diferencias estructurales importantes. En primer lugar estudiaremos 
las proteinas fibrosas. 
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Proteinas fibrosas: materiales estructurales 
de las celulas y los tejidos 

Las proteinas fibrosas se diferencian de las proteinas globulares por su forma fi- 
lamentosa, o alargada. La mayoria de ellas desempena funciones estructurales en 
las celulas y los tejidos animales: mantienen las cosas juntas. Las proteinas fi- 
brosas comprenden las principales proteinas de la piel, del tejido conjuntivo y 
de las fibras animales como el pelo y la seda. La secuencia de aminoacidos de 
cada una de estas proteinas favorece un tipo concreto de estructura secundaria, 
que a su vez confrere un conjunto concreto de propiedades mecanicas adecua- 
das a la sustancia. La Tabla 6.2 indica la composicion de aminoacidos de cuatro 
ejemplos especificos, que consideraremos a continuacion. 

QUERATINAS 

Dos clases importantes de proteinas que tienen secuencias de aminoacidos y 
funciones biologicas similares son las a- y /bqueratinas. Las a-queratinas son las 
proteinas mas importantes del pelo y las unas y forman una parte importante 
de la piel animal. Las a-queratinas son miembros de un gran grupo de protei- 
nas filamentosas intermedias, que desempenan funciones estructurales im- 
portantes en los nucleos, los citoplasmas y las superficies de muchas celulas. 
Todas las proteinas filamentosas intermedias tienen predominantemente una es- 
tructura de helice a; en realidad, fue el patron caracteristico de difraccion de ra- 
yos X de la a-queratina el que Pauling y sus colaboradores buscaron para ex- 
plicar su modelo de helice a. 



tabla 6.2 Composiciones de aminoacidos de algunas proteinas fibrosas 



Aminoacido 


a-Queratina 

(Lana) 


Fibroma 

(Seda) 


Colageno 
(Tendon Bovino) 


Elastina 
(Aorta Porcina) 


Gly 


8.1 


44.6 


32.7 


32.3 


Ala 


5.0 


29.4 


12.0 


23.0 


Ser 


10.2 


12.2 


3.4 


1.3 


Glu + Gin 


12.1 


1.0 


7.7 


2.1 


Cys 


11.2 


0 


0 


e 


Pro 


7.5 


0.3 


22.1“ 


10.7 C 


Arg 


7.2 


0.5 


5.0 


0.6 


Leu 


6.9 


0.5 


2.1 


5.1 


Thr 


6.5 


0.9 


1.6 


1.6 


Asp + Asn 


6.0 


1.3 


4.5 


0.9 


Val 


5.1 


2.2 


1.8 


12.1 


Tyr 


4.2 


5.2 


0.4 


1.7 


lie 


2.8 


0.7 


0.9 


1.9 


Phe 


2.5 


0.5 


1.2 


3.2 


Lys 


2.3 


0.3 


3.7 b 


3.6 d 


Trp 


1.2 


0.2 


0 


e 


His 


0.7 


0.2 


0.3 


e 


Met 


0.5 


0 


0.7 


e 



Nota: Los tres aminoacidos mas abundantes en cada proteina se indican en rojo. Los valores que se presen- 
tan estan en porcentaje molar. 
a Aproximadamente el 39% es hidroxiprolina. 
b Aproximadamente el 14% es hidroxilisina. 
c Aproximadamente el 13% es hidroxiprolina. 

d La mayor parte (aproximadamente el 80%) esta implicada en enlaces cruzados. 
e Practicamente ausente. 



Las protefnas fibrosas son moleculas 
alargadas con estructuras secundarias 
bien definidas. Suelen desempenar 
funciones estructurales en las celulas. 
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CAPITULO 6 
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(a) Monomero 



No: 



o= 



+ 



Zl 



Oc 



Dominio de helice a 






Domino 

globular 




(b) Dimero 



-50 nm - 



8 s - 



=8 



Ovillo enrollado 




FIGURA6.11 

Estructura propuesta para los filamentos 
intermedios del tipo de la queratina. 

Dos monomeros (a) se aparean a traves de 
ovillos enrollados paralelos para formar el 
dimero de 50 nm de longitud (b). Estos, a 
continuacion, se asocian para formar primero 
un protofilamento de 4 cadenas (c) y luego 
una protofibrilla de 8 cadenas (d). El 
solapamiento es responsable del espaciado 
regular de 25 nm a lo largo de las fibras. 



~75 nm 




(d) Protofibrilla 



La a-queratina se construye sobre una 
estructura de helice a de ovillo 
enrollado. 



La estructura de una a-queratina caracteristica, como la del pelo, se represen- 
ta en la Figura 6.11. Las moleculas individuales contienen secuencias largas (de mas 
de 300 residuos de longitud) que son totalmente a-helicoidales. Pares de estas he- 
lices se enroscan en una estructura de ovillo enrollado a izquierdas. Este aparea- 
miento de helices a parece ser consecuencia de una peculiaridad de la secuencia de 
aminoacidos de la a-queratina. Cada cuatro aminoacidos aproximadamente hay 
uno con una cadena lateral hidrofoba no polar. Debido a que la helice a tiene 3.6 
residuos/vuelta, esto significa que hay una tira de residuos hidrofobos a lo largo de 
un lado de cada cadena (realmente, un enrollamiento muy lento alrededor de la he- 
lice, ya que 4.0 no es exactamente igual a 3.6). Como hemos senalado en el Capitulo 
2, los grupos hidrofobos tienden a buscar sus propias clases, de forma que se pe- 
gan juntas dos helices de a-queratina, unidas por sus tiras hidrofobas. 

En los filamentos intermedios, los pares de ovillos enrollados tienden a aso- 
ciarse entre ellos en un protofilamento de cuatro cadenas (Figura 6.11c), y dos 
de estas a su vez se juntan para formar una protofibrilla (Figura 6. lid). Todavia 
no estan claros los detalles de estos niveles superiores de asociacion. Estos cables 
enrollados son muy elasticos y flexibles, pero en los distintos tejidos la a-que- 
ratina se endurece, en mayor o menor medida, mediante la introduccion de en- 
laces cruzados disulfuro dentro de los diferentes niveles de estructura de la fibra. 
(Observese que la a-queratina presenta un contenido de cisteina excepcional- 
mente alto; vease la Tabla 6.2.) Se dan muchos enlaces cruzados en las a-que- 
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ratinas de las unas, mientras que el pelo presenta relativamente pocos. El pro- 
ceso de introduccion de una “onda permanente” en el pelo del ser humano 
comporta la reduccion de estos enlaces disulfuro, el reordenamiento de las fibras 
y la reoxidacion para “colocar” las ondas introducidas de este modo. 

Las /3-queratinas, como indica su nombre, contienen mucha mas estructura de 
lamina p. De hecho, constituyeron la segunda clase estructural mas importante 
descrita por Pauling y sus colaboradores. Las /3-queratinas se encuentran princi- 
palmente en las aves y los reptiles, en estructuras como las plumas y las escamas. 

FIBROINA 

La estructura de lamina /3 se utiliza de manera muy elegante en las fibras tejidas por 
los gusanos de seda y las aranas. La fibroma de los gusanos de seda (Ligura 6.12) 




Cadenas laterales de 



■ Gly(-H) 

■ Ala ( — CH 3 ) 



(a) 



FIGURA 6.12 

Estructura de la fibroma de la seda. 

(a) Perspectiva tridimensional de las laminas /J 
apiladas, con las cadenas laterales en color. La 
region que se presenta solo contiene residuos de 
alanina y glicina. (b) Interdigitacion de las 
cadenas laterales de alanina o serina y las cadenas 
laterales de glicina en la fibroma. El piano de 
corte es perpendicular a las laminas plegadas. 



Cadenas laterales de 

■ Gly 

Ala o Ser 




"Jo. 35 
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0.35 
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© Irving Geis. 



(b) 
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CAPlTUIO 6 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



La fibroma es una proteina de lamina 
p. Casi la mitad de sus residuos son 
glicina. 



Las fibras de colageno estan formadas 
por helices triples de polipeptidos con 
abundante glicina y prolina. 



contiene regiones largas de lamina p antiparalela, con las cadenas polipeptldicas pa- 
ralelas al eje de la fibra. Las regiones de lamina P contienen casi exclusivamente re- 
peticiones multiples de la secuencia 

[Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala-Ala-Gly-(Ser-Gly-Ala-Gly-Ala-Gly) 8 ] 

Al examinar esta secuencia, se observara que casi un residuo si y otro no es Gly, y 
que entre ellos se encuentran residuos de Ala o Ser. Esta alternancia permite que las 
laminas encajen juntas y se empaqueten una sobre otra del modo que se ve en la 
Figura 6.12. Esta disposition produce una fibra que es fuerte y relativamente inex- 
tensible, debido a que las cadenas unidas de modo covalente estan extendidas has- 
ta casi su longitud maxima posible. Sin embargo, las fibras son muy flexibles por- 
que los enlaces entre las laminas implican solo las interacciones debiles de van der 
Waals entre las cadenas laterales, que proporcionan poca resistencia al doblado. 

No toda la proteina de fibroma esta en laminas /I Como muestra la com- 
position de aminoacidos de la Tabla 6.2, la fibroma contiene pequenas canti- 
dades de otros aminoacidos voluminosos, como valina y tirosina, que no enca- 
jan en la estructura presentada. Estos se enctientran en zonas plegadas 
compactas que interrumpen periodicamente los segmentos de lamina P y pro- 
bablemente explican la capacidad de extenderse que poseen las libras de seda. 
De hecho, distintas especies de gusanos de seda producen fibromas con distin- 
tos grados de tales estructuras diferentes a la lamina /3 y a las que corresponden 
diferencias de elasticidad. La estructura completa de la fibroma es un ejemplo 
notable de molecula proteica que ha evolucionado para realizar una funcion de- 
terminada: para proporcionar una fibra resistente, aunque flexible, para el ca- 
pullo del gusano de seda o para la tela de la arana. 

COLAGENO 

Dado que realiza una variedad de funciones tan amplia, el colageno es la pro- 
teina mas abundante en la mayoria de los vertebrados. En los animales grandes, 
puede llegar a un tercio de la masa total de proteinas. Las fibras de colageno for- 
man la matrix de los huesos, sobre la que precipitan los constituyentes minera- 
les; estas fibras constituyen la mayor parte de los tendones, y una red de fibras 
de colageno es un constituyente importante de la piel. Basicamente, el colageno 
mantiene unidos a la mayoria de los animales. 

Estructura del colageno 

La unidad basica de la fibra de colageno es la molecula de tropocolageno, una he- 
lice triple de tres cadenas polipeptldicas, cada una de ellas con aproximadamente 
1000 residuos. Esta estructura helicoidal triple, que se presenta en la Figura 6.13a 
y b, es caracteristica del colageno. Las cadenas individuales son helices a izquierdas, 
con aproximadamente 3.3 residuos/vuelta. Tres de estas cadenas se enrollan unas 
alrededor de las otras a derechas, con enlaces de hidrogeno que se extienden entre 
ellas. El examen del modelo revela que cada tercer residuo, que debe encontrarse 
cerca del centra de la helice triple, solo puede ser glicina (vease la Figura 6.13a). 
Cualquier cadena lateral distinta de H seria demasiado voluminosa. La forma- 
tion de las helices individuales del tipo colageno tambien resultan favorecidas por 
la presencia de prolina o hidroxiprolina en la molecula de tropocolageno. Un con- 
junto que se repite en la secuencia es la forma Gly-X-Y, donde X suele ser proli- 
na e Y, prolina o hidroxiprolina. Sin embargo, en ocasiones se toleran otros residuos 
en estas posiciones. Como la fibroma de la seda, el colageno es un buen ejemplo de 
como un tipo concreto de secuencia repetitiva determina una estructura espetifi- 
ca. Para realizar adecuadamente sus muchas funciones, el colageno se presenta en 
un gran numero de variantes geneticas en los organismos superiores. 
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El colageno tambien es excepcional en su extensa modificacion de prolina a 
hidroxiprolina. La mayoria de los enlaces de hidrogeno entre las cadenas en la 
helice triple se establecen entre protones amidas y oxigenos carbonilo, aunque 
los grupos — OH de la hidroxiprolina tambien parecen participar en la estabi- 
lizacion de la estructura. Tambien se produce la hidroxilacion de los residuos de 
lisina en el colageno, pero es mucho menos frecuente. Desempena una funcion 
distinta, ya que sirven para formar lugares de union para los polisacaridos. 

La enzima que cataliza la hidroxilacion de la prolina necesita vitamina C, 
acido ascorbico (vease el Capitulo 21). Un sintoma de carencia grave de vita- 
mina C, que se denomina escorbuto, consiste en el debilitamiento de las hbras 
de colageno producido por el fallo de la hidroxilacion de la prolina y la lisina. 
Las consecuencias son las que podian esperarse: aparecen lesiones en la piel y las 
encias, y se debilitan los vasos sanguineos. El trastorno mejora rapidamente al 
administrar vitamina C. 

Las moleculas individuales de tropocolageno se empaquetan juntas for- 
mando una fibra de colageno de una manera especifica (Ligura 6.13c). Cada 
molecula tiene una longitud de aproximadamente 300 nm y se solapa con su ve- 
cina en aproximadamente 64 nm, produciendo el aspecto caracteristico de ban- 
das de las hbras que aparecen en la Ligura 6.13d y e. Esta estructura proporciona 
una resistencia notable: las hbras de colageno de los tendones tienen una resis- 
tencia comparable a la del cable de cobre de alta resistencia. 

Parte de la dureza del colageno se debe al entrecruzamiento de las molecu- 
las de tropocolageno mediante una reaccion que utiliza las cadenas laterales de 
la lisina. Algunas de las cadenas laterales de la lisina se oxidan para dar lugar a 
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El escorbuto lo produce la ausencia 
de la hidroxilacion de prolinas en el 
colageno. 



FIGURA 6.1 3 

Estructura de las fibras de colageno. La 

protefna colageno esta formada por moleculas 
de tropocolageno empaquetadas juntas para 
formar las fibras. La molecula de tropocolageno 
es una helice triple, (a) y (b) Estructura 
primaria y secundaria de una molecula de 
tropocolageno. (c) Con pocos aumentos 
destaca la estructura secundaria de helice triple, 
(d) Moleculas de tropocolageno alineadas una 
al lado de otra de modo escalonado para 
formar la fibra de colageno. (e) El patron 
periodico que se presenta de forma 
esquematica en (c) puede observarse en una 
fotograffa de microscopia electronica de una 
fibra de colageno. (f) Una fotograffa de 
microscopia electronica del colageno con bajo 
aumento muestra el modo en el que se 
entrecruzan muchas fibras, siendo claramente 
visible el patron periodico en cada una de ellas. 

(e, f) Cortesfa del Dr. Alan Hodges. 




(f) 





196 



CAPlTUIO 6 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



El colageno experimenta una amplia 
modificacion posterior a la traduccion. 



La proteina elastina forma fibras 
elasticas que se hallan en los 
ligamentos y en los vasos sanguineos. 



derivados aldehfdos, que, a continuacion, pueden reaccionar con un residuo de 
lisina o bien unos con otros mediante una condensation aldolica y deshidrata- 
cion para dar lugar a un entrecruzamiento: 



I I 

H— N H W — W 

I I I 

H - C - CCHJa— C — C -'iCHSafi ~C~H 

Or=C C C-O 

I l/ -m I 



H 



Este proceso sigue a lo largo de la vida, y los entrecruzamientos que se acumu- 
lan hacen que el colageno sea cada vez menos elastico y mas quebradizo. Como 
consecuencia, los hLiesos y los tendones de las personas mayores pueden rom- 
perse con mayor facilidad y la piel pierde gran parte de su elasticidad. Muchos 
signos que asociamos con el envejecimiento son consecuencias de este sencillo 
proceso de entrecruzamiento. 

Sintesis de colageno 

Como ya habra deducido en estos momentos, el colageno es una proteina que 
experimenta una modificacion importante. De hecho, puede considerarse un 
ejemplo casi completo de las rutas de modificacion posteriores a la traduccion 
que consideramos al final del Capitulo 5. La helice triple de tropocolageno que 
acaba entrecruzada en una fibra de colageno extracelular es muy diferente de la 
que se sintetiza inicialmente en un ribosoma. En la Figura 6.14 se presentan los 
pasos de esta transformation, que empieza con la traduccion (paso 1). El poli- 
peptido recien traducido se hidroxila (paso 2) y, a continuacion, se unen los 
azucares (paso 3) para dar procolageno (paso 4). El procolageno contiene alre- 
dedor de 1500 residuos, de los males aproximadamente 500 estan en las regio- 
nes N-terminal y C-terminal que no tienen la secuencia caracteristica de la fi- 
bra de colageno descrita previamente. Tres moleculas de procolageno enrollan 
sus regiones centrales formando una helice triple, mientras que las regiones 
N-terminal y C-terminal se pliegan formando estructuras proteicas globulares. 
Las helices triples de procolageno se exportan a continuacion al espacio extra- 
celular (paso 5); en este punto las regiones N-terminal y C-terminal se separan 
mediante proteasas especificas, dejando solo la helice triple de tropocolageno, 
con aproximadamente 1000 residuos (paso 6). A continuacion, estas moleculas 
se ensamblan dando kigar a las formaciones escalonadas que se muestran en la 
Figura 6.13c. Finalmente, los entrecruzamientos pegan juntas a las moleculas 
formando una fibra dura de colageno. 

ELASTINA 

El colageno se encuentra en los tejidos en los que se precisa resistencia o dure- 
za, pero otros tejidos, como los ligamentos y los vasos sanguineos arteriales, ne- 
cesitan fibras muy elasticas. Estos tejidos contienen grandes cantidades de la 
proteina fibrosa elastina. 

La cadena polipeptidica de la elastina contiene abundante glicina, alanina y va- 
lina, y es muy flexible y puede extenderse facilmente. De hecho, su conformation 
probablemente se parece a la de un ovillo aleatorio, que carece casi totalmente de 
estructura secundaria. No obstante, la secuencia tambien contiene ffecuentes ca- 
denas laterales de lisina, que pueden participar en entrecruzamientos. Estos en- 
trecruzamientos impiden que las fibras de elastina se extiendan indefinidamente, 
haciendo que las fibras vuelvan de golpe a su situation habitual cuando se elimi- 
na la tension. El mismo principio explica exactamente la elasticidad de la goma 
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vulcanizada, cuyas cadenas flexibles estan tambien sostenidas por entrecruza- 
mientos. Los entrecruzamientos de la elastina son bastante distintos de los del co- 
lageno, puesto que estan disenados para mantener juntas a varias cadenas. Pueden 
combinarse cuatro cadenas laterales de lisina para producir un entrecruzamien- 
to de desmosina, como se muestra en el margen. Dado que estan conectadas 
cuatro cadenas, solo se precisa una pequena cantidad de este entrecruzamiento 
para convertir las frbras de elastina en una red gomosa muy interconectada. 



FIGURA 6.14 

Biosmtesis y ensamblaje del colageno. 

El proceso puede dividirse en varios pasos. Los 
pasos 1-4 se producen en el reticulo 
endoplasmico y el citosol de las celulas 
sintetizadoras de colageno; los pasos 6 y 7 se 
producen en la region extracelular. Gal = 
galactosa, Glc = glucosa. 
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CAPlTUIO 6 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



RESUMEN 

Esta breve vision general de unas cuantas proteinas estructurales pone de ma- 
nifiesto varios puntos. En primer lugar, las proteinas pueden evolucionar para 
realizar una diversidad de funciones casi infinita. En segundo lugar, las protei- 
nas fibrosas estructLirales hacen esto aprovechando la propension de las se- 
cuencias repetitivas concretas de residuos de aminoacidos para favorecer un tipo 
u otro de estructura secundaria. Finalmente, la modificacion posterior a la tra- 
duccion de las proteinas, inchiyendo los entrecruzamientos, es un elemento 
accesorio importante para ajustar una proteina a su funcion. En los CapitLilos 
27 y 28 diremos mas acerca de los higares celulares de estas modifkaciones, 
cuando se considere detalladamente el proceso completo de la sintesis de pro- 
teinas. 

Estos pocos ejemplos no agotan la lista de proteinas estructurales. Existen 
otras importantes, como la actina y la miosina del musculo y la tubulina de los 
microtubulos. Pero estas proteinas se forman de un modo muy distinto y se des- 
cribiran en el Capitulo 8. 



Las proteinas globulares no solo 
poseen estructuras secundarias sino 
que, ademas, tambien se pliegan 
formando estructuras terciarias 
compactas. 



Proteinas globulares: estructura terciaria 
y diversidad funcional 

PLEGADOS DISTINTOS PARA FUNCIONES DIFERENTES 

Las proteinas estructurales, aun siendo tan abundantes y esenciales en CLial- 
quier organismo, solo constituyen una pequena parte de las proteinas que po- 
seen. La mayor parte del trabajo quimico de la cekila (sintetizador, transporta- 
dor y metabolico) se lleva a cabo con la ayuda de una gran cantidad de proteinas 
globulares, que reciben este nombre debido a que sus cadenas polipeptidicas se 
pliegan en estructuras compactas muy distintas de las formas filamentosas y ex- 
tendidas de las proteinas fibrosas. La mioglobina (vease la Figura 6.1) es una 
proteina globular caracteristica. Con solo una ojeada a su estructura tridimen- 
sional, comparandola con la de, por ejemplo, el colageno, se ve inmediatamen- 
te esta diferencia cualitativa. 

En la actualidad ya sabemos mucho sobre los detalles estructurales de muchas 
proteinas globulares, en gran medida gracias al uso de metodos de difraccion de 
rayos X (vease Herramientas de la Bioquimica 4A). A menudo la resolucion (la 
precision de detalles que pueden distinguirse) llega hasta menos de 0.3 nm. Esta 
resolucion es suficiente para identificar residuos individuales de aminoacidos, de 
modo que puede trazarse la cadena polipeptidica a lo largo de la molecula. 

A medida que se avanza a lo largo de la molecula, la cadena polipeptidi- 
ca esta plegada localmente, formando alguna de las estructuras secundarias 
(helice a, lamina /3, etc.) que ya hemos explicado. Pero para que la estructu- 
ra sea globular y compacta, estas regiones tambien deben plegarse unas sobre 
otras. Este plegado se denomina estructura terciaria de la proteina; es este ple- 
gado el que da a la molecula su forma tridimensional total. La distincion 
entre las estructuras secundaria y terciaria puede apreciarse claramente, por 
ejemplo, en la estructura de la mioglobina, tal como aparece en la Figura 
6.1. Aproximadamente el 70% de la mioglobina es una helice a, y esa helice 
se dobla y pliega para formar una molecLila compacta. Un hueco dentro de 
esta estructLira contiene un grupo prostetico, el hemo. Muchas proteinas 
globtilares llevan gmpos prosteticos, moleculas pequenas que pueden estar 
enlazadas de modo covalente o no covalente a la proteina y capacitarla para 
que cumpla funciones especiales. En este caso, el grupo hemo unido de modo 
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no covalente contiene el lugar de union del oxigeno de la mioglobina (vease 
el Capitulo 7). 

Para mostrar la gran variation estructural entre las diversas proteinas glo- 
bulares, consideremos otro ejemplo. La Figura 6.15 representa una de las pro- 
teinas globulares mas pequenas y sencillas: el inhibidor de la tripsina pancrea- 
tica bovina (BPTI). Esta proteina, que se sintetiza en el pancreas de la vaca, es 
una de las proteinas cuya unica funcion consiste en unir e inhibir enzimas pro- 
teoliticas como la tripsina. Es importante para la salud, ya que impide la auto- 
digestion del pancreas cuando se activa la tripsina. La hemos elegido como 
ejemplo inicial porque es tan simple que se ha estudiado con mucho detalle. La 
utilizaremos como ejemplo en muchos lugares. 

En la Figura 6.15 el BPTI se representa de tres modos. En la Figura 6.15a 
se muestra un modelo esqueletico que representa las posiciones de todos los 
atomos, que se han medido con gran precision mediante difraccion de rayos 
X. En la Figura 6.15b se presenta un modelo de cinta del armazon de la ca- 
dena. En este modelo se puede trazar con facilidad el camino de la cadena po- 
lipeptidica, y pueden verse claramente las estructuras de helice a y de lamina 
j5 presentes en esta molecula; tambien se muestran las posiciones de los tres 
enlaces disulfuro del BPTI. Finalmente, la Figura 6.15c representa un mode- 
lo de relleno espacial que ilustra el punto importante de que las proteinas glo- 
bulares son estructuras empaquetadas densamente y de hecho suelen ser de 
forma globular. 

A1 comparar la Figura 6.15 con la Figura 6.1 puede observarse que la es- 
tructura del BPTI es completamente distinta de la de la mioglobina. Mientras 
que la mioglobina es basicamente una helice a, el BPTI presenta regiones 
helicoidales y laminares, conectadas mediante dobleces de la cadena. El pun- 
to que deseamos destacar es el siguiente: cada proteina globular posee una es- 
tructura terciaria singular, formada por elementos de estructura secundaria 
(helices, laminas /?, regiones irregulares) plegados de una manera especifica. 
A medida que se estudian proteinas, se descubre que cada conformation de 
este tipo esta adecuada para el cometido funcional concreto que desempena la 
proteina. 
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FIGURA 6.1 5 

Estructura terciaria del BPTI. El Inhibidor 
de la tripsina pancreatica bovina, o BPTI, se 
une a la tripsina y le impide catalizar la 
hidrolisis peptidica. El BPTI solo contiene 58 
residuos de aminoacidos y es una de las 
proteinas mas estudiadas. (a) Modelo 
esqueletico que muestra las posiciones de los 
atomos obtenido por difraccion de rayos X. 

(b) Modelo de cinta del armazon. Hay dos 
helices a cortas cerca de la parte inferior de la 
molecula; gran parte del resto esta formado 
por una lamina p antiparalela. (c) Modelo de 
relleno espacial, en el que se dan los radios de 
van der Waals de todos los atomos. En (a) y 
(b) los enlaces disulfuro aparecen en amarillo. 

Cortesfa de P.-S. Ho. 
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FIGURA 6.16 

Estructuras caracteristicas de las 
protemas globulares. El azul indlca las 
helices a; el naranja, las laminas ft y el verde, 
las regiones de estructura irregular. Las puntas 
de flecha en los extremos de las cadenas p 

apuntan en la direccion N *■ C. (a) Helice 

a predominante (haces de helices). Parte 
superior: miohemeritrina. Parte inferior: protefna 
de la cubierta del virus del mosaico del tabaco. 
(b) Lamina p predominante. Parte superior: 
prealbumina (un dfmero). Parte inferior: 
inmunoglobulina, dominio V 2 . La prealbumina 
(tambien denominada transtiretina) puede 
describirse como un sandwich ft mientras que 
el dominio V 2 de la inmunoglobulina es un 
cilindro p antiparalelo. (c) Helice a y lamina p 
mezcladas. Parte superior: piruvato quinasa, 
dominio 1 . Contiene un ejemplo excelente de 
un cilindro p paralelo, que se observa aquf 
desde la parte superior. Tambien es un tipo de 
secuencia comun denominada a/p, en la cual se 
alternan las regiones ay ft Parte inferior: 
hexoquinasa, dominio 2. Contiene un ejemplo 
claro de lamina p enrollada vista desde el lateral. 

Cortesfa de la Dra. Jane Richardson. 



VARIEDADES DE LA ESTRUCTURA DE LAS PROTElNAS GLOBULARES: 
PATRONES DE PLEGADO 

A primera vista, puede parecer que existe un numero casi infinito de maneras en 
las que pueden doblarse las protemas globulares. Si examinamos todos los deta- 
lles posibles de plegado, esto es cierto. Sin embargo, cuando se analiza un gran 
numero de las estructLiras conocidas, se encuentran determinados motivos y 
principios comunes. El primer principio es que la mayoria de las protemas estan 
formadas por mas de un dominio. Un dominio es una region compacta, plega- 
da localmente, de la estructLira terciaria. Los dominios estan conectados entre si 
mediante la cadena polipeptidica que transcurre a lo largo de toda la molecLila. 
Los dominios multiples son especialmente comunes en las protemas globulares 
mas grandes, mientras que las protemas muy pequenas, como el BPTI, tienden 
a ser dominios plegados unicos. Como veremos en apartados posteriores, los dis- 
tintos dominios suelen realizar funciones diferentes y en ocasiones un tipo de- 
terminado de dominio puede reconocerse en varias protemas diferentes. 

Entre las variedades de dominio, Jane Richardson ha reconocido varias clases 
distintas (vease la Bibliografia). Los principales patrones de plegado son de dos ti- 
pos: los que se producen alrededor de un empaquetamiento de helices a y los que 
se construyen sobre un entramado de estructuras de lamina j5. En la Ligura 6.16 
se presenta una serie de ejemplos. Branden y Tooze proporcionan una exposition 
detallada de las diferencias entre las distintas clases de estructuras (vease la 




Proteina de la cubierta del virus 
del mosaico del tabaco 

(a) Predominantemente helice a 



Inmunoglobulina, dominio V 2 
(b) Predominantemente lamina p 



Hexoquinasa, dominio 2 

(c) Helices a y laminas p mezcladas 
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Bibliografia). El analisis de las estructuras de centenares de proteinas globulares ha 
conducido a formular algunas reglas generales que rigen el plegado terciario: 

■ Todas las protelnas globulares poseen un interior y un exterior definidos. Si 
se analizan las secuencias de aminoacidos de las proteinas globulares, no 
se observa un patron de distribucion concreto de los residuos hidrofo- 
bos o hidrofilos (Figura 6.17a). Pero cuando observamos las posiciones 
de los aminoacidos en la estructura tridimensional, invariablemente se 
encuentra que la estructura terciaria hace que los residuos hidrofobos se 
situen principalmente en el interior, mientras que los residuos hidrofilos 
estan en la superfkie, en contacto con el agua (Figura 6.17b). 

■ Las laminas [5 estan generalmente enrolladas, o envueltas en estructuras 
cillndricas. Pueden observarse ejemplos evidentes en la Figura 6.16. En la 
mayoria de los casos, las laminas j5 enrolladas presentan un enrolla- 
miento a izquierdas, cuando se observan desde una direccion perpen- 
dicular a los ejes de la cadena (por ejemplo, vease la hexoquinasa, 
dominio 2). Se ha argumentado que esta tendencia de las laminas /3 hacia 
un enrollamiento a izquierdas es consecuencia de la configuracion L de 



FIGURA 6.17 

Distribucion de los residuos hidrofilos e 
hidrofobos en las proteinas globulares. 

(a) Secuencia de aminoacidos del citocromo c 
de corazon de caballo. Los residuos hidrofobos 
(rojo), hidrofilos (verde) y ambivalentes 
(bianco) parecen estar dispersos a lo largo de la 
secuencia. (b) Estructura tridimensional de la 
misma protefna. Izquierda: observese el modo 
en que los aminoacidos hidrofobos (que se 
indican en rojo) se agrupan alrededor del 
grupo hemo y en el interior de la molecula. 
Derecha: en una perspectiva diferente de la 
misma molecula, se muestran en verde los 
residuos hidrofilos. Observese que tienden a 
ubicarse en la superficie molecular. 

(b) © Irving Geis. 
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CAPlTUIO 6 




Tipo II 



FIGURA 6.18 

Ejemplos de giros {). Cada uno de estos 
tipos de giro permite un cambio brusco de la 
direccion de la cadena polipeptidica. En el giro 
tipo II, el residuo 3 suele ser la glicina, 
presumiblemente porque un grupo R 
voluminoso presentarfa conflictos con el 
oxfgeno carbonilo del residuo 2. 




FIGURA 6.19 



Giro y. Solo un residuo se encuentra fuera 
de la secuencia del enlace de hidrogeno. En 
este caso es una prolina, que en ningun caso 
puede formar un enlace de este tipo. 
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los residuos de aminoacidos. Es probable que la estructura de la fibroma 
de la seda no sea exactamente plana, como se representa en la Figu- 
ra 6.12, sino ligeramente enrollada. 

■ La cadena polipeptidica puede doblar las esquinas de diversas maneras, para 
ir desde un segmento /j o una helice a al siguiente. Una clase de giro com- 
pacto se denomina giro [ 3 (Figura 6.18). Existen distintas variedades de 
giro /3, y cada una de ellas puede lograr una inversion completa de la di- 
reccion de la cadena polipeptidica en solo cuatro residuos; en cada caso, el 
carbonilo del residuo i esta unido por enlace de hidrogeno al hidrogeno 
amida del residuo i + 3. En el giro y, que es incluso mas estrecho, el enlace 
es con el residuo i + 2 (Figura 6.19). La prolina suele participar en los giros, 
como en la Figura 6.19, y tambien como fragmentador de helices ot, dado 
que este residuo no puede acomodarse en la helice. Las vueltas y los giros 
se producen con mayor frecuencia en la superficie de las proteinas. 

■ No todas las partes de las proteinas globulares pueden clasificarse conve- 
nientemente como helice, lamina [5 o giros. Por ejemplo, el examen de la 
Figura 6.16 revela en las cadenas muchos pliegues y brides de contorno 
extrano (las regiones que aparecen de color verde). En ocasiones se las 
ha denominado regiones de “ovillo aleatorio”, aunque este termino es 
inadecuado, puesto que tales secciones de la cadena no son flexibles del 
mismo modo que lo es un verdadero ovillo aleatorio (vease la pagina 
115 en el Capitulo 4). Mas bien cada region concreta presenta su propio 
plegado particular, exactamente el mismo en cada ejemplo de la mo- 
lecula de proteina concreta. Conocemos esta regularidad porque los es- 
tudios de difraccion de rayos X muestran la misma disposition en todas 
las moleculas del cristal. Podriamos denominarlas regiones estructuradas 
irregularmente. Algunas proteinas tambien presentan regiones de ovillo 
aleatorio verdadero, que suelen hallarse en el N- o C-terminales. Cuando 
sucede esto, la portion de ovillo aleatorio no puede resolverse mediante 
difraccion de rayos X. 

En algunas proteinas el plegado esta dominado por la necesidad de 
unir un grupo prostetico. La mioglobina es un ejemplo de ello. A pesar de 
que la mioglobina puede describirse aproximadamente como un mano- 
jo de helice a , la estructura terciaria de esta proteina se ha distorsionado 
para formar una jaula hidrofoba alrededor del grupo hemo. 

Factores que determinan las estructuras 
secundaria y terciaria 

INFORMACION PARA EL PLEGADO PROTEICO 

;Quc es lo que en ultimo termino determina la compleja mezcla de plegado se- 
cundario y terciario que caracteriza a cada proteina globular? Muchos indicios se- 
nalan que la mayoria de la informacion que determina la estructura tridimensional 
de una proteina la lleva la secuencia de aminoacidos de esa proteina. Esto puede de- 
mostrarse mediante experimentos en los que la estructura tridimensional nativa, 
o natural, se rompe al cambiar las condiciones ambientales. Si elevamos lo sufi- 
ciente la temperatura, o hacemos que el pH sea fuertemente acido o alcalino, o 
bien anadimos al disolvente algunos tipos de moleculas organicas, como alcoho- 
les o urea, se despliega la estructura de la proteina (Figura 6.20a). Como con los 
acidos nucleicos, este proceso se llama desnaturalizacion, porque se ha perdido la 
estructura natural de la proteina, junto con la mayoria de sus propiedades espe- 
cificas. La cadena desplegada es un ovillo aleatorio, con libertad de rotation alre- 
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FIGURA 6.20 

Desnaturalizacion termica de la ribonudeasa. (a) Este dibujo esquematico representa el cambio de conformacion hacia una estructura 
desordenada cuando la ribonudeasa se calienta por encima de su temperatura de desnaturalizacion termica. Observese que los enlaces disulfuro 
aun estan intactos, lo cual proporciona una cierta limitacion a la flexibilidad conformacional. (b) Desnaturalizacion de la ribonudeasa seguida por 
varios metodos ffsicos. Esta grafica muestra la fraccion desnaturalizada, medida por el aumento de la viscosidad de la solucion (□), el cambio de la 
rotacion optica a 365 nm (O) y el cambio de la absorbancia UV a 287 nm (A). Las tres tecnicas indican la misma fraccion desplegada. Las 
mediciones de una segunda desnaturalizacion despues del enfriamiento (A) producen la misma curva, lo que demuestra que el proceso es 
reversible. Los experimentos se llevaron a cabo a un pH de 2.1, y una fuerza ionica de 0.019 m. En condiciones fisiologicas, la ribonudeasa es 
mucho mas estable, y no se desnaturaliza hasta aproximadamente 70-80°C. 

(b) Datos tornados de A. Ginsburg y W. R. Carroll, Biochemistry (1 965) 4:21 59-21 74. 



dedor de los enlaces, tanto en el armazon polipeptidico como en las cadenas la- 
terales. Ya no tiene una conformacion compacta linica, sino que fluctua conti- 
nuamente entre un gran numero de conformaciones extendidas. Las diferencias 
entre las conformaciones nativa y de ovillo aleatorio pueden detectarse con varios 
de los metodos que se presentan en Herramientas de la Bioquimica 5A. 
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



La secuencia de aminoacidos 
(estructura primaria) determina 
las estructuras secundaria y terciaria. 



La disminucion de la entropia 
conformacional cuando se pliega una 
proteina desfavorece el plegado, que 
se compensa en parte por la 
estabilizacion energetica a traves de 
los enlaces internos no covalentes. 



En el experimento clasico de C. Anfinsen que se representa en la Figura 6.20, 
la enzima ribonucleasa se ha desnatLiralizado elevando la temperatura. La ribo- 
nucleasa es una enzima digestiva que cataliza la hidrolisis de los acidos ribonu- 
cleicos. Cuando la ribonucleasa se desnaturaliza, se pierden sus estracturas ter- 
ciaria y secundaria, y ya no puede actuar como catalizador para la fragmentation 
del RNA. El proceso puede seguirse mediante varias medidas fisicas, tal como apa- 
rece en la Figura 6.20b. Es de destacar que esta desorganizacion total de la es- 
tructura de la ribonucleasa es completamente reversible. Si la ribonucleasa vuel- 
ve a las condiciones fisiologicas normales de temperatura y disolvente, se plegara 
espontaneamente a su estructura original. Ademas, sera de nuevo una enzima fun- 
cional. En consecuencia, la proteina “conoce” su propia conformacion favorecida 
y no precisa otra information para guiarse que la que contiene su secuencia. 
Experimentalmente se ha observado el mismo fenomeno en muchas otras pro- 
teinas, a pesar de que existen excepciones claras. Por consiguiente, puede esperarse 
que un polipeptido recien sintetizado en una cehila se pliegue espontaneamente 
a su conformacion adecuada, preparado para desempenar su funcion. Como ve- 
remos mas adelante en este capitulo, los procesos reales in vivo pueden ser a ve- 
ces mas complicados, y las proteinas pueden necesitar “ayuda” para evitar errores 
de mal plegamiento o agregacion. Sin embargo, el principio basico de autoen- 
samblaje de las estructuras secundaria y terciaria parece ser la norma general. 

TERMODINAMICA DEL PLEGADO 

El plegado de una proteina globular es un proceso claramente favorecido ter- 
modinamicamente en condiciones fisiologicas. En otras palabras, el cambio de 
energia libre global que se produce con el plegado debe ser negativo. Este cam- 
bio de energia libre negativo se consigue mediante el equilibrio de varios factores 
termodinamicos, que se describiran a continuation. 

Entropia conformacional 

El proceso de plegado, que comporta el paso desde una multitud de confer - 
maciones de ovillo aleatorio a una unica estructura plegada, implica una dis- 
minucion de la aleatoriedad y en consecuencia una disminucion de la entropia. 
Este cambio se denomina entropia conformacional del plegado. La ecuacion de 
la energia libre, AG = A H — TAS, demuestra que este AS negativo realiza una 
contribLicion positiva a AG. En otras palabras, el cambio de entropia confor- 
macional trabaja contra el plegado. Para buscar la explication de un AG global 
negativo, debemos buscar las caracteristicas del plegado proteico que producen 
o bien un AH negativo grande o bien algun otro aumento de la entropia con el 
plegado. Pueden hallarse ambas cosas. 

La fuente principal de un AH negativo son las interacciones energeticamente 
favorables entre grupos en el interior de la molecula plegada, entre las que se en- 
cuentran muchas de las interacciones no covalentes descritas en el CapitLilo 2. 

Interacciones carga-carga 

Las interacciones carga-carga pueden producirse entre grupos de las cadenas la- 
terales cargados positivamente y negativamente. Por ejemplo, un grupo amino de 
la cadena lateral de la lisina puede situarse cerca del grupo y-carboxilo de algun 
residuo de acido glutamico. A pH neutro, un grupo se cargara positivamente y el 
otro negativamente, de modo que existe una fuerza electrostatica de atraccion en- 
tre ellos. Podemos decir que un par de estas caracteristicas forma un tipo de sal 
en el interior de la molecula proteica; consecuentemente, estas interacciones se de- 
nominan algunas veces puentes salinos. Estos enlaces ionicos se rompen cuando 
la proteina se lleva a valores de pH lo suficientemente bajos o elevados para que 
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una u otra de las cadenas laterales pierdan su carga. Esta perdida de puentes sa- 
linos explica en parte la desnaturalizacion acida o basica de las proteinas. La 
repulsion mutua entre pares de los numerosos grupos de carga similar que se en- 
cuentran en las proteinas en disoluciones muy acidas o basicas tambien contri- 
buye a la inestabilidad de la estructura plegada en estas condiciones. 



Enlaces de hidrogeno internos 

Muchas de las cadenas laterales de los aminoacidos llevan grupos que son bue- 
nos donadores de enlaces de hidrogeno o buenos aceptores, como por ejemplo 
los hidroxilos de la serina o de la treonina, los grupos amino y los oxigenos car- 
bonilo de la asparagina o la glutamina, y los nitrogenos del anillo de la histidi- 
na. Ademas, si los protones amida o los carbonilos del armazon polipeptidico no 
toman parte en la formation de la estructura secundaria, son posibles candi- 
dates para interactuar con los grupos de las cadenas laterales. En la portion de 
la molecula de la enzima lisozima que aparece en la Figura 6.21 se ve una red de 
varios tipos de enlaces de hidrogeno internos. Como hemos visto antes, los en- 
laces de hidrogeno son relativamente debiles en disolucion acuosa, pero su 
gran numero puede anadir una contribution considerable a la estabilidad. 



FIGURA 6.21 

Detalles de los enlaces de hidrogeno en 
una protema caracterlstica. Se ilustra una 
red de enlaces de hidrogeno dentro de la 
enzima lisozima. Se distinguen tres tipos de 
enlaces de H: enlaces entre grupos de las 
cadenas laterales; enlaces entre grupos del 
armazon; y enlaces entre un grupo de la 
cadena lateral y un hidrogeno amida o un 
oxigeno carbonilo del armazon. 



© Irving Geis. 




D Picj 



Clave para los enlaces de hidrogeno: 

Cadena lateral con cadena lateral 

■*“+' Cadena lateral con grupo del armazon 

Grupo del armazon con grupo 
del armazon 
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CAPlTUIO 6 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



El enterramiento de los grupos 
hidrofobos dentro de una molecula 
proteica plegada produce un aumento 
de la entropia de estabilizacion 
conocido como efecto hidrofobo. 



tabla 6.3 Para metros termodinamicos del plegado de algunas protemas 
globulares a 25°C en disoluciones acuosas 



Protema 


AG 

(kj/mol) 


A H 

(kj/mol) 


AS 

(J/K-mol) 


Ribonucleasa 


-46 


-280 


-790 


Quimotripsina 


-55 


-270 


-720 


Lisozima 


-62 


-220 


-530 


Citocromo c 


-44 


-52 


-27 


Mioglobina 


-50 


0 


+ 170 



Nota: Datos adaptados de P. L. Privalov y N. N. Khechinashvili, /. Mol. Biol. (1974) 86:665-684. Cada con- 
junto de datos se ha tornado en el valor de pH en el que la protema presenta una estabilidad maxima; todos 
estan cerca del pH fisiologico. Los datos son para la reaccion de plegado: desnaturalizada natural. 



Interacciones de van der Waals 

Las interacciones debiles entre grupos moleculares sin carga tambien pueden 
aportar contribuciones importantes a la estabilidad de la proteina. Como de- 
muestran los modelos de relleno espacial de las proteinas, como el de la Figu- 
ra 6.15c, el interior se encuentra densamente empaquetado, permitiendo el 
contacto maximo entre los atomos de las cadenas laterales. 

La contribucion de cualquiera de estas interacciones a la entalpia negativa del 
plegado disminuye por el hecho de que cuando una molecula proteica se plie- 
ga a partir de un ovillo aleatorio extendido, abandona algunas interacciones fa- 
vorables con el agua. Como senalamos en el Capitulo 2, una helice a desplega- 
da forma enlaces de hidrogeno con el agua en lugar de formar enlaces internos. 
No esta claro en que medida este cambio modifica el cambio de energia global. 
Sin embargo, sabemos que si no se forman los enlaces de H internos cuando 
quedan enterrados por el plegado los donadores o aceptores de enlaces de H, se 
produce una diferencia de energia sustancial en favor del estado desplegado. 

Cada interaccion individual solo puede contribuir en una pequena cantidad 
(como maximo solo unos pocos kilojulios) a la entalpia de interaccion negati- 
va global. Pero la suma de las contribuciones de muchas interacciones puede dar 
una poderosa estabilizacion a la estructura plegada. En la Tabla 6.3 se presentan 
ejemplos de los cambios de entalpia total del plegado de algunas protemas re- 
presentativas. En muchos casos, una contribucion energetica favorable a partir 
de la suma de las interacciones intramoleculares compensa de modo mas que 
suficiente la entropia desfavorable del plegado. 

Efecto hidrofobo 

Hay otro factor que realiza una contribucion importante a la estabilidad ter- 
modinamica de muchas protemas globulares. Recuerdese del Capitulo 2 que las 
sustancias hidrofobas en contacto con el agua hacen que las moleculas de agua 
formen estructuras parecidas a jaulas o clatratos alrededor de ellas. Esta orde- 
nacion corresponde a una perdida de aleatoriedad en el sistema; disminuye la 
entropia. Supongamos que una protema contiene, en su secuencia de aminoa- 
cidos, un numero sustancial de residuos con cadenas laterales hidrofobas (por 
ejemplo, leucina, isoleucina y fenilalanina). Cuando la cadena polipeptidica se 
encuentra desplegada, estos residuos estan en contacto con el agua y producen 
la ordenacion de la estructura del agua circundante. Pero cuando se pliega la ca- 
dena formando una estructura globular, los residuos hidrofobos quedan ente- 
rrados dentro de la molectila (vease la Figura 6.17b). Las moleculas de agua que 
se ordenaron por la proteina cuando esta estaba en estado desnaturalizado se li- 
beran en este momento, consiguiendo libertad de movimiento. En consecuen- 
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cia, la internalizacion de los grupos hidrofobos a traves del plegado aumenta la 
aleatoriedad de todo el sistema (protema mas agua) y, por consiguiente, produce 
un aumento de entropia al doblarse. Este aumento de entropia produce una con- 
tribution negativa a la energia libre del plegado y aumenta la estabilidad de la 
estructura proteica. 

El termino enlace hidrofobo se ha utilizado a veces para describir la estabib- 
zacion resultante del enterramiento de los grupos hidrofobos, pero este termi- 
no en realidad es inadecuado. La estabilizacion no es principalmente el resultado 
de los enlaces que se forman entre grupos hidrofobos, a pesar de que se pro- 
ducen con seguridad interacciones de van der Waals. Mas bien, el sistema glo- 
bal se estabiliza por un efecto entropico. El termino mas adecuado para descri- 
bir esta fuente de estabilizacion proteica es efecto hidrofobo. En la Tabla 6.3 
pueden verse ejemplos de la importancia del efecto hidrofobo. La AS negativa 
muy pequena del citocromo c y el valor positivo de la mioglobina son conse- 
cuencia del efecto hidrofobo en estas proteinas. De hecho, la estabilidad de la 
mioglobina se debe principalmente al efecto hidrofobo. 

Los diferentes residuos de aminoacidos contribuyen de forma muy dife- 
rente al efecto hidrofobo. Los estudios sobre la transferencia de aminoacidos 
desde el agua a los disolventes organicos, asi como algunas consideraciones te- 
oricas, han conducido al diseno de distintas escalas de hidrofobicidad. En la 
Tabla 6.4 se presentan dos ejemplos. Las dos escalas, basadas en premisas dis- 
tintas, no son exactamente iguales. Sin embargo, este tipo de escalas puede uti- 
lizarse para predecir la importancia del efecto hidrofobo en la estabilizacion de 
cualquier protema concreta. En el Capitulo 10 veremos como tambien pueden 
utilizarse para predecir las porciones de una protema que se insertaran en una 
membrana lipidica. 

En resumen, la estabilidad de la estructura plegada de una protema globu- 
lar depende de la interaction de tres factores: 

1. El cambio de entropia conformacional desfavorable, que favorece en su 
lugar las cadenas aleatorias. 

2. La entalpia favorable de las interacciones de los grupos laterales intra- 
moleculares. 

3. El cambio de entropia favorable del enterramiento de los grupos hidro- 
fobos en el interior de la molecula. 

Asi, el factor 1 va en contra del plegado, mientras que el 2 y el 3 colaboran 
a estabilizar el plegado. En la Figura 6.22 se presenta un dibujo esquematico del 
modo en que estos componentes contribuyen a la energia libre del plegado. 
En distintas proteinas, difiere el aporte a la estabilizacion de las interacciones de 
las cadenas laterales y el efecto hidrofobo (vease la Tabla 6.3) pero la conse- 
cuencia general es la misma: alguna estructura plegada concreta corresponde a 
un minimo de energia libre del polipeptido en condiciones fisiologicas. Este es 
el motivo por el que las cadenas se pliegan espontaneamente. 

El examen de los datos de la Tabla 6.3 revela otro aspecto importante de la 
estabilizacion proteica. El AG relativamente pequeno correspondiente a la 
reaction de plegado suele ser la diferencia entre terminos AH y TAS grandes. 
Estos valores grandes surgen porque una protema tiende a plegarse de modo 
cooperativo. Una mezcla parcialmente plegada contiene principalmente mo- 
leculas totalmente desplegadas y totalmente plegadas, con pocas estructuras 
intermedias. En consecuencia, muchas interacciones del plegado dentro de una 
molecula se forman o rompen de manera concertada. Una consecuencia de 
esta cooperatividad es que la desnaturalizacion termica de una protema habi- 
tualmente se produce en un estrecho margen de temperaturas, como se mues- 



tabla 6.4 Dos ejemplos de escalas 
de hidrofobicidad 



Amino - 
acido 


Escala de 
Engelman, Steitz, 
y Goldman 0 


Escala de 
Kyte y 
Doolittle 6 


Phe 


3.7 


2.8 


Met 


3.4 


1.9 


lie 


3.1 


4.5 


Leu 


2.8 


3.8 


Val 


2.6 


4.2 


Cys 


2.0 


2.5 


Trp 


1.9 


-0.9 


Ala 


1.6 


1.8 


Thr 


1.2 


-0.7 


Gly 


1.0 


-0.4 


Ser 


0.6 


-0.8 


Pro 


-0.2 


-1.6 


Tyr 


-0.7 


-1.3 


His 


-3.0 


-3.2 


Gin 


-4.1 


-3.5 


Asn 


-4.8 


-3.5 


Glu 


-8.2 


-3.5 


Lys 


-8.8 


-3.9 


Asp 


-9.2 


-3.5 


Arg 


-12.3 


-4.5 



“ Datos tornados de Engelman, D. M., T. A. Steitz, y 
A. Goldman, Annu. Rev. Biophys. & Biophys. Chem. 
(1986) 15:321-353. 



b Datos tornados de Kyte, J., y R. F. Doolittle, /. Mol. 
Biol. (1982) 157:105-132. 
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FIGURA 6.22 

Contribuciones a la energia libre del 
plegado de las proteinas globulares. El 

cambio de entropla conformacional actua 
contra el plegado, pero la entalpia de las 
interacciones internas y el cambio de entropla 
hidrofoba favorecen el plegado. La suma de 
estas cantidades puede hacer que la energia 
libre total del plegado sea negativa, de modo 
que la estructura plegada sea estable. 
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CAPlTUIO 6 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



Algunas proteinas plegadas se 
estabilizan mediante enlaces disulfuro 
internos, ademas de las fuerzas no 
covalentes. 



Nativa 



100% - UnS— Sroto 




40 60 80 100 

Temperatura, °C 



FIGURA 6.23 

Desnaturalizacion termica del BPTI. Se 

indica el porcentaje de desnaturalizacion en 
funcion de la temperatura a pH 2.1 para la 
protefna nativa y para la protefna en la que el 
enlace disulfuro Cys 14-Cys 38 se ha reducido y 
carboximetilado. 

Datos tornados de J. P. Vincent, R. Chicheportiche y M. 
Lazdunski, Eur. ]. Biochem. (1971) 23:401-411. 



tra en la Figura 6.20b. Los datos ilustran mas el principio de compensacion en- 
tropia-entalpia. A pesar de que los valores de AH y AS varian imicho, parecen 
estar ajustados de modo que AGpermanece bastante constante. Aunque se pre- 
cisa estabilidad para la funcion proteica, puede lograrse mediante muchas com- 
binaciones distintas de contribuciones a AH y AS; la evolucion selecciona, no en 
funcion de los valores de estos parametros individuales, sino por alguna com- 
bination de valores que produzcan estabilidad a la temperatura del organis- 
mo. Los organismos termofilos como los que viven en las fuentes termales tie- 
nen proteinas que son mas estables a temperaturas elevadas que las de los 
organismos que viven en ambientes mas templados. 

FUNCION DE LOS ENLACES DISULFURO 

Una vez que se ha producido el plegado, la estructura tridimensional se estabi- 
liza mas en algunos casos por la formacion de enlaces disulfuro entre residuos de 
cisteina. Un ejemplo extremo de este enlace se encuentra en la proteina inhibi- 
dora de la tripsina pancreatica bovina (BPTI), representada en la Figura 6.15. 
Con tres puentes — S — S — en 58 residuos, esta molecula es una de las protei- 
nas mas estables que se conocen. Es bastante inerte frente a los reactivos desple- 
gantes, como la urea, y presenta una desnaturalizacion termica por debajo de los 
100°C solo en disoluciones muy acidas; el punto medio de la desnaturalizacion 
reversible es de aproximadamente 80°C a pH 2.1 (Figura 6.23). Pero si solo uno 
de los enlaces distilfuro (el que esta entre los residuos de cisteina 14 y 38, Figu- 
ra 6.15b) se reduce y carboximetila, el punto medio disminuye hasta 59°C. 

Cuando todos los enlaces disulfuro del BPTI se reducen, la proteina se des- 
pliega a temperatura ambiente. Pero con la reoxidacion de los SLilfhidrilos, se for- 
ma eficazmente la proteina nativa con los tres apareamientos disulfuro correctos. 
Esta nueva formacion no es la que se esperaria por azar. Supongamos que se ha 
reducido una molecula de BPTI, produciendo 6 residuos de cisteina y, a conti- 
nuacion, reoxidamos aleatoriamente los grupos — SH. El primer grupo — SH 
que capte un companero tendra 5 posibilidades, el segundo grupo 3 y el ultimo 
solo 1, de modo que existen 5 X 3, es decir, 15 combinaciones igualmente pro- 
bables. En consecLiencia, solo esperariamos que aproximadamente el 7% del 
BPTI reducido se volviera a plegar con exito por azar. Pero muchos estudios de 
esta y otras proteinas que contienen enlaces disulfuro indican que se consiguen 
apareamientos correctos en casi el 100% de las moleculas si se da el tiempo su- 
ficiente. Este hallazgo debe significar que es el plegado preferido de la proteina el 
que coloca los grupos — SH en posicion adecuada para el apareamiento correc- 
to. El corolario de esta afirmacion es que los puentes — S — S — no son esenciales 
en si mismos para que la proteina se vuelva a plegar correctamente. Sin embar- 
go, contribuyen a la estabilidad de la estructura una vez esta plegada. Una mo- 
lecula que contenga puentes — S — S — tiene un menor numero de conforma- 
ciones disponibles en la forma desplegada que los que tiene una proteina 
comparable sin los puentes. Por consiguiente, presenta una ganancia de entropia 
mas pequena al desplegarse y por lo tanto esta estabilizada. 

Esta ventaja plantea una pregunta: ,;por que la mayoria de las proteinas no 
tienen enlaces disulfuro? En realidad, estos enlaces son relativamente infre- 
cuentes y se encuentran principalmente en las proteinas que se exportan desde 
las celulas, como la ribonucleasa, el BPTI y la insulina. Una explicacion es que 
el ambiente en el interior de la mayoria de las celulas es reductor y tiende a man- 
tener a los grupos sLilfhidrilo en estado reducido. Los ambientes externos, la ma- 
yor parte de las veces, son oxidantes y estabilizan los puentes — S — S — . 

Un metodo nuevo potente para estudiar las fuentes de estabilizacion estruc- 
tural de las proteinas ha surgido a partir de las tecnicas de DNA recombinante. 
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Actualmente, al poderse clonar los genes correspondientes a las proteinas y ex- 
presarlos en portadores bacterianos, es posible efectuar cambios especificos en las 
posiciones deseadas. Este metodo de mutagenesis de lugar dirigida (vease 
Herramientas de la Bioquimica 25E) nos permite probar el efecto producido por 
el cambio de uno o mas residuos de aminoacido, o la adicion o elimination de en- 
laces disulfuro. El metodo ya se ha utilizado, por ejemplo, para eliminar enlaces di- 
sulfuro especificos en el BPTI reemplazando cisteinas con serinas o alaninas. 



Dinamica de la estructura de las proteinas giobulares 

Las descripciones estructurales y termodinamicas que hemos realizado hasta el 
momento tienden a presentar un cuadro demasiado estatico de las proteinas 
giobulares. Las imagenes precisas producidas por difraccion de rayos X dan la 
impresion de una estructura rigida e inflexible. Del mismo modo, el analisis ter- 
modinamico del plegado se centra en los estados initial (desplegado) y final 
(plegado). Pero actualmente se acepta que las proteinas giobulares se pliegan 
median te rutas cineticas complejas y que incluso la estructura plegada, una vez 
conseguida, es una estructura dinamica. Este apartado explora alguno de estos 
aspectos dinamicos de las proteinas giobulares. 



CINETICA DEL PLEGADO DE LAS PROTEINAS 



El plegado de las proteinas giobulares a partir de sus conformaciones desnatu- 
ralizadas es un proceso notablemente rapido, que se completa en menos de un 
segundo. Esta observation ha sido una fuente continua de sorpresas y de interes 
para los bioquimicos, ya que a primera vista, parece que es muy dificil la conse- 
cution de la estructura muy precisa caracteristica de las proteinas giobulares. Este 
punto de vista quedo expresado de forma sorprendente en la “paradoja de 
Levinthal” enunciada por vez primera por Cyrus Levinthal en 1968: un calculo 
aproximado indica que para una cadena polipeptidica como la ribonucleasa 
(124 residuos) son posibles unas 10 50 conformaciones. Aunque la molecula pu- 
diera intentar una nueva conformation cada 1 (1 1 3 segundos, jse necesitarian 
unos 10 30 anos para intentar un numero significativo de ellas! Sin embargo, se ha 
comprobado experimentalmente que la ribonucleasa se pliega in vitro aproxi- 
madamente en un minuto. Parece claro que hay algun error en estos calculos. 

Esta paradoja parece haber comenzado a resolverse tras anos de estudios ex- 
perimentales y de especulaciones teoricas. En primer lugar, ha quedado claro, 
mediante el uso de metodos cineticos rapidos, utilizado diversas tecnicas fisicas 
para el seguimiento de los diferentes aspectos de la estructura proteica, que el 
plegado se produce a traves de diversos estados intermedios; estas observacio- 
nes condujeron al modelo de plegado “de la ruta”, que se indica como sigue: 



El plegado proteico puede ser rapido 
pero parece comportar unos estados 
intermedios bien definidos. 



u 



Estados 

fuera de ^ 

la ruta Y ^ 
a n 



% 



h 

I 

I 

In 



F 



Proteina desplegada 
Nucleacion del plegado 

Estados intermedios 
parcialmente plegados 

Estado de “globulo fundido" (?) 

Reordenamientos finales 

Proteina plegada 



Es critico el paso de nucleacion, ya que, por ejemplo, es mucho mas dificil 
comenzar una helice a que extenderla (observese que deben doblarse adecua- 
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FIGURA 6.24 

Superficies energeticas para visualizar 
las conformaciones proteicas. 

(a) Panorama energetico del "campo de golf" 
de Levinthal. N es la conformacion nativa y D 
el estado desnaturalizado. La cadena busca N 
aleatoriamente, esto es, en un nivel de juego 
de campos de energfa y tiene pocas 
oportunidades de encontrar el diminuto 
agujero que conduce al estado nativo. 

(b) Un panorama energetico mas realista, que 
tiende a "encauzar" a la protefna hacia el 
estado nativo. Son posibles muchos caminos, 
alguno de los cuales conduce directamente 
"hacia abajo" como A, y proporciona un 
rapido plegado. Otros, como B, pueden 
conducir a mfnimos de energfa secundarios, 
que pueden retrasar el plegado. Los 
panoramas energeticos verdaderos son 
probablemente cauces mucho mas 
complicados. 

Cortesfa de K. Dill y H. S. Chan, Nature Struct. Biol. (1997) 
4:10-19. 



damente al menos cuatro residuos para formar el primer enlace de H estabili- 
zador). Por otro lado, se acepta en la actualidad que la nucleacion puede co- 
menzar en diversos puntos y que todas estas estructuras plegadas parcialmen- 
te seran “encauzadas” mediante minimos energeticos hacia el estado final. El 
modelo de encauzamiento propone que no hay una unica ruta sino muchas ru- 
tas posibles desde el estado desnaturalizado hasta el estado plegado, y cada ruta 
conduce a un descenso de energia. De esta forma, cualquier molecula solo ne- 
cesita intentar una fraccion infinitesimal de todas las configuraciones posibles, 
y se evita la paradoja de Levinthal (vease la Figura 6.24). 

Durante el descenso hacia el minimo de energia libre, ptiede haber pausas 
que corresponden a las estructuras intermedias metaestables, que se incorporan 
al modelo de la ruta. Una estructLira intermedia importante en el plegado de 
muchas proteinas parece ser la que se ha denominado de estado de “globulo 
fundido”, una estructura compacta en la que se ha producido ya gran parte del 
plegado secundario y terciario, pero donde todavia no se han asentado en su lu- 
gar final los residuos hidrofobos que se situan en el interior. 

Existen tambien pruebas de estados “fuera de la ruta” que son aquellos en los 
que algunos de los elementos clave estan plegados de forma incorrecta. Estos es- 
tados pueden corresponder a minimos locales de energia libre del cauce y pueden 
atrapar temporalmente a la proteina (vease la Figura 6.24b). Como veremos poste- 
riormente en este capitLilo, la celula dispone de mecanismos para ayudar a las pro- 
teinas plegadas de forma incorrecta a encontrar sus conformaciones adecuadas. Las 
proteinas complejas mas grandes pueden no conseguir nunca el 100% de exito del 
plegado in vivo, pero la celula puede identificar las que son incorrectas y elimi- 
narlas. Uno de los errores de plegado mas corrientes se produce en la isomeriza- 
cion cis-trans incorrecta del enlace amida adyacente a un residuo de prolina: 



El plegado puede retrasarse si se 
atrapan moleculas en los estados 
"fuera de la ruta". 
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A diferencia de otros enlaces peptidicos de las proteinas, para los que el isomero 
trans esta muy favorecido (por un factor de aproximadamente 1000), los residuos 
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de prolina favorecen la forma trans del enlace peptidico precedente por un factor 
de solo aproximadamente 4. En consecuencia, hay una oportunidad significativa 
de que se forme primero el isomero “equivocado” (en terminos de conformation 
funcional de la protema). La conversion a la configuration correcta puede com- 
portar un reordenamiento significativo de la cadena y, por lo tanto, puede ser 
lenta in vitro. Actualmente existen indicios de que las celulas tienen enzimas que 
catalizan esta isomerization cis-trans y de esta forma aceleran el plegado in vivo. 

CINETICA DE LA FORMACION DE LOS ENLACES DISULFURO 

Si una protema se pliega desde un estado en el que los enlaces disulfuro se han 
roto y por lo tanto deben volver a formarse, el proceso es mas complicado y len- 
to: suele precisar muchos minutos. En estos casos, es posible un analisis mas de- 
tallado, porque los metodos quimicos pueden captar productos intermedios en los 
que solo se han formado algunos de los enlaces disulfuro. Estos productos inter- 
medios pueden separarse a continuation mediante metodos como la electroforesis 
en gel o la cromatografia de alta resolution. Estas reacciones de atrapamiento son 
sencillas y rapidas; un ejemplo de ello es el bloqueo con yodoacetato de sulfhi- 
drilos que no han reaccionado (vease Herramientas de la Bioquimica 5C). 

El proceso de replegado se ha estudiado con gran detalle utilizando el BPTI, 
qiie es adecuado porque es pequeno y contiene tres puentes — S — S — . Ademas, 
cuando se reducen los puentes, el BPTI se despliega totalmente a temperatura am- 
biente. Los experimentos que se iniciaron en los laboratorios de T. E. Creighton 
han proporcionado un ctiadro fascinante y sorprendente de este proceso, que 
aparece como un diagrama en la Figura 6.25. A pesar de que algunos detalles del 
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FIGURA 6.25 

Replegado y formation de los enlaces 
disulfuro. Este dibujo esquematico presenta 
la ruta postulada para el replegado y la 
formacion de los enlaces disulfuro en el BPTI. 

Se indican con el mismo color los pares de 
residuos que forman enlaces disulfuro unos con 
otros en la estructura nativa. Observese que las 
estructuras intermedias pueden contener tanto 
enlaces disulfuro nativos como no nativos. Los 
estados intermedios agrupados juntos en los 
recuadros coloreados se interconvierten 
rapidamente; el estado intermedio 5-55 se 
interconvierte mas lentamente que los otros 
estados intermedios de un disulfuro. 

Adaptado de D. P. Goldenberg, Trends Biochem. Sci. (1992) 

1 7:257-261 . © 1 992 con permiso de Elsevier Science. 
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



La formacion de los enlaces disulfuro 
correctos en una proteina algunas 
veces se produce mediante estados 
intermedios incorrectos. 



El plegado y ensamblaje de las 
proteinas in vivo en ocasiones recibe la 
ayuda de proteinas chaperonas. 



modelo han cambiado con la investigacion continuada, el punto principal es que 
se forman algunos enlaces disulfuro que no se encLientran en la cstructura nati- 
va en las etapas intermedias del plegado. Aparentemente, la proteina puede utili- 
zar varias rutas alternativas para plegarse, pero al final encuentra tanto su es- 
tructura terciaria adecuada como el conjunto cor recto de enlaces disulfuro. Este 
proceso recibe la ayuda in vivo de catalizadores enzimaticos del reordenamiento 
de los enlaces — S — S — . Los experimentos con otras protefnas (entre ellas la ri- 
bonucleasa) han confirmado este cuadro general. 

CHAPERONINAS 

El hecho de que una proteina pueda, por si misma, encontrar su estado de plegado 
natural in vitro no significa necesariamente que se produzcan los mismos aconte- 
cimientos in vivo. Ya hemos senalado dos de las ayudas cataliticas al plegado que se 
producen en las celulas, las enzimas que aceleran la conversion cis-trans en los resi- 
duos de prolina, y aquellas que catalizan el reagrupamiento de los enlaces disulfuro. 

Sin embargo, se ha descubierto que algunas proteinas requieren una cola- 
boracion especial para conseguir un plegado adecLiado y deben obtener la ayu- 
da de unas proteinas especiales denominadas chaperoninas o chaperonas molecu- 
lares. Como su nombre implica, la funcion de estas chaperonas es mantener sin 
problemas a la proteina recien formada. Los problemas significan, en este caso, 
un plegado o una agregacion inadecuados. El plegado inadecuado puede co- 
rresponder a un atrapamiento en un minimo local profundo en el panorama 
energetico. Con frecuencia, la agregacion es un peligro ya que la proteina, libe- 
rada del ribosoma en un estado desplegado, tendra grupos hidrofobos expues- 
tos que seran arropados en el interior en el plegado normal, pero que cuando se 
encuentran expuestos tienen posibilidad de producir interacciones hidrofobas 
con otras cadenas polipeptidicas y, como consecuencia, agregarse. 

Se han descubierto varios sistemas de chaperoninas cuya variedad se consi- 
derara en el Capitulo 27, donde se describe con detalle el procesamiento que re- 
ciben las proteinas en los diferentes tipos celulares. Por ahora, consideramos, 
como ejemplo, la chaperonina mejor estudiada de todas, que es el complejo 
GroEL-ES de E. coli. Se ha elucidado recientemente, mediante difraccion de rayos 
X (vease la Figura 6.26a), la estructura de este complejo enorme y singular. Consta 
de dos porciones basicas de las que GroEL esta formado por dos anillos, cada uno 
de los cLiales tiene siete proteinas. El centro de cada anillo es una cavidad abierta, 
accesible al disolvente en los extremos. Cada cavidad puede “taparse” con GroES, 
de nuevo un anillo de siete miembros de stibunidades mas pequenas. 

Basicamente, las cavidades proporcionan “refugios” en los que pueden “incu- 
barse” las nuevas cadenas proteicas hasta plegarse adecuadamente. El complejo 
GroEL-ES no estipula el patron de plegado, que es algo que hace la misma pro- 
teina, como hemos visto, pero el aislamiento del medio evita las probabilidades de 
agregacion o un plegado inadecuado. En la Figura 6.26b se presenta, de forma es- 
quematica, el ciclo que sufre una molecula proteica. La proteina desplegada pe- 
netra en una forma de la cavidad alineada con los residuos hidrofobos, tras lo ctial 
la cavidad se modifica y presenta un alineamiento hidrofilo que separa a la pro- 
teina de las paredes, la pliega, y posteriormente, la libera. Observese que se requiere 
ATP, presumiblemente para conducir el proceso en una direccion. 

Solo una fraccion de las proteinas que se forman en E. coli (o CLialquier ce- 
lula) se procesa mediante las chaperoninas. Algunas son demasiado grandes 
para acomodarse dentro de la cavidad, mientras que otras pueden plegarse sin 
problemas por sus medios. Sin embargo, el descubrimiento de las chaperoninas, 
de nuevo, nos ha senalado lo maravillosamente complejos y sutiles que pueden 
ser los procesos de la vida. 



dinAmica de la estructura de las proteinas giobulares 
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a 




(b) 

FIGURA 6.26 

La chaperonina GroEL-GroES. (a) Estructura de difraccion de 
rayos X del complejo EL-ES (ADP) 7 . (b) Esquema de la funcion: 

U = protefna desplegada, N = protefna nativa. 

(a) Cortesfa de P. B. Sigler de Z. Xu, A. L. Horwich y P. B. Sigler, Nature (1997) 388:741- 
750. © 1997 Macmillan Magazines, Ltd.; (b) adaptado de W. S. Netzery F. U. Hartl, 
Trends Biochem. Sci. (1998) 23:68-73. © 1998 con permiso de Elsevier Science. 



MOVIMIENTOS DENTRO DE LAS MOLECULAS PROTEICAS GLOBULARES 



Muchos indicios apuntan a que se producen continuamente diversos tipos de 
movimientos en el interior de las moleculas proteicas plegadas. Una molecula 
proteica sufre fluctuaciones rapidas y continuadas de su energia, como conse- 
cuencia de las interacciones con su entorno. Los movimientos resultantes pue- 
den agruparse de forma general en varias clases, como aparece en la Tabla 6.5. 
Los movimientos de clase 1 se producen incluso en el interior de las moleculas 
proteicas cristalizadas, y explican, en parte, los limites de resolucion que se ob- 



Las proteinas giobulares no son 
estaticas sino que experimentan 
continuamente una gran variedad 
de movimientos internos. 
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tabla 6.5 Movimiento en la moleculas proteicas 



Clase 


Tipo de movimiento 


Margen 
Amplitud (nm) 


aproximado 
Tiempo (s) 


1 


Vibraciones y oscilaciones de atomos y grupos 
individuales 


0.2 


10 1S — 10 12 


2 


Movimientos concertados de elementos, 
estructurales como helices a y grupos 
de residuos 


0.2-1 


O 

1 

to 

1 

O 

1 

00 


3 


Movimientos de dominios completos, apertura 
y cierre de hendiduras 


1-10 


>10~ 8 



tienen en los estudios de difraccion de rayos X. Los movimientos mayores y mas 
lentos de las clases 2 y 3 se producen principalmente en disolucion. Algunos de 
ellos, como la apertura y el cierre de hendiduras en las moleculas, se cree que 
participan en las funciones catallticas de las enzimas. Como veremos en capl- 
tulos posteriores, el tiempo que precisa una protema para captar o liberar una 
molecula pequena puede depender del tiempo que precisa la protema para 
abrir o cerrar una hendidura. De modo similar, las “puertas” proteicas por las 
que las moleculas e iones pasan a traves de las membranas cambian rapidamente 
de estados abiertos a cerrados. Parece probable que el comportamiento dina- 
mico de las proteinas, es como minimo, tan importante en su funcion como son 
los detalles estaticos de su estructura. Este comportamiento sera un campo 
productivo para la investigation futura. 

PRIONES: PLEGADO PROTEICO Y ENFERMEDAD DE LAS VACAS LOCAS 

Hasta hace muy poco tiempo, la mayor parte de los investigadores creian que las 
unicas vias por las que podian transmitirse las enfermedades de un organismo 
a otro eran a traves de los virus o los microorganismos. Despues de todo, el 
DNA y el RNA son los portadores de la information. Sin embargo, en la actua- 
lidad hay pruebas de la existencia de una clase de enfermedades que se trans- 
miten por una protema y nada mas. Entre estas enfermedades, la mas conocida 
es la encefalopatia espongiforme bovina o “enfermedad de las vacas locas”, aun- 
que tambien estan incluidas la tembladera de las ovejas y determinadas neuro- 
patologias en el ser humano. El agente infeccioso se ha denominado prion, y la 
protema que se cree responsable se denomina protema relacionada con el prion, 
o PrP. La PrP se encuentra presente normalmente en muchos animales (in- 
cluidos los seres humanos) en una forma no patologica denominada PrP c ( pro- 
tema celular relacionada con el prion). En la Figura 6.27 se muestra la confor- 
mation de esta protema en esta forma; pero, en determinadas circunstancias, 
aun no conocidas al completo, PrP c puede cambiar de conformation a una es- 
tructura diferente, denominada PrP sc , o protema de la tembladera relacionada 
con el prion. En esta forma en la que aparece plegada, al menos parcialmente, en 
una lamina /3 la portion N-terminal desordenada, destruye el sistema nervioso. 
Aun mas extraordinario es el hecho de que la ingestion de PrP sc puede indu- 
cir la conversion de PrP c en PrP sc en el receptor, transmitiendo, de esta forma, 
la enfermedad. Se desconoce como se cataliza esta conversion, pero parece ser 
que PrP c representa una forma de plegado “fuera de la ruta” especialmente es- 
table del tipo senalado en el apartado anterior. Stanley Prusiner gano en 1997 el 
Premio Nobel de Fisiologia o Medicina como reconocimiento a la relation de la 
PrP con estas enfermedades. 




predicciOn de la estructura proteica secundaria y terciaria 
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FIGURA 6.27 

la protema prion. Este modelo dibuja los 
resultados de la RMN de la estructura de la 
mayorfa de las PrP c . La region globular de 
helice a se encuentra en el C-terminal. La 
mayor parte de la region N-terminal parece ser 
un ovillo aleatorio desordenado. Se cree que es 
esta porcion de la molecula la que se pliega 
para dar la lamina ft aumentada que se observa 
en la PrP sc . 

Cortesfa de D. G. Donne, Proc. Natl. Acad. Sci. (1997) 

94:1 3452-1 3457. Con permiso de PNAS. 



Prediction de las estructuras proteicas secundaria y terciaria 

£ Puede predecirse la estructura proteica? En cierto sentido, la respuesta a esta 
pregunta debe ser ciertamente afirmativa. Sabemos que la information molecu- 
lar necesaria para determinar las estructuras secundaria y terciaria esta incluida en 
la propia secuencia de aminoacidos; en consecuencia, el gen “predice” la estruc- 
tura. Lo que implica este hecho es que si comprendieramos totalmente las reglas 
del plegado, podriamos describir la conformation tridimensional completa de 
cualquier protema, partiendo unicamente del conocimiento de su secuencia. Este 
tipo de prediction aun no puede hacerse totalmente. Podemos predecir bastante 
bien la estmctura secundaria, pero la prediction del plegado terciario es un pro- 
blema mucho mas complicado y solo se ha progresado algo recientemente. 



Actualmente la estructura secundaria 
de una proteina puede predecirse con 
una moderada exactitud. La estructura 
terciaria, mas compleja, aun no puede 
predecirse. 



PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA 

Aunque son varios los enfoques utilizados para abordar el problema de prede- 
cir la estructura secundaria, el metodo mas satisfactorio es totalmente empiri- 
co. A partir del analisis de las estructuras conocidas de algunas proteinas, se 
han compilado tablas que indican la frecLiencia relativa ( P a , Pp, P t ) con la que 
un tipo concreto de residuo de aminoacido se encuentra en helices a, laminas 
/3 o giros. En la Tabla 6.6 se da un ejemplo. A partir de estos datos, pueden rea- 
lizarse algunas distinciones tiaras. Por ejemplo, Leu, Met y Glu son todos po- 
tentes formadores de helices; Gly y Pro no favorecen las helices. De modo si- 
milar, lie, Val y Phe son potentes formadores de laminas /3, mientras que Pro no 
encaja bien en ellas. Gly se halla con frecuencia en los giros /3, mientras que no 
sucede asi con Val. Ya hemos mencionado que Pro tiende a encontrarse en los gi- 
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PREDICHA 



Helice a 



OBSERVADA 



Lamina p 



Lamina p 



Helice a 



10 



hD 



R 
P 
D 
F ; 
C- 

L 

E 

P 

P 

V 

1 

G 

P 

C 

K 



Helice a 



ros. No esta tan claro el motivo de que los otros residuos se encuentren gene- 
ralmente en una u otra estructura. 

Se han propuesto distintas reglas que usan los valores de P para predecir es- 
tructuras; en la Tabla 6.6 se indican las desarrolladas por P. Y. Chou y G. D. 
Fasman. Las estructuras predichas aplicando estas reglas suelen concordar bas- 
tante bien, aunque nunca exactamente, con las estructuras secundarias deter - 
minadas experimentalmente mediante difraccion de rayos X (Figura 6.28). Las 
diferencias mas frecuentes se hallan en la definicion de la localization precisa de 
los extremos de las regiones a y /3. 



tabla 6.6 Correspondence de residuos de aminoacidos con estructuras 
secundarias proteicas 



A 

R 


A. Probabilidades relativas de aparicion de residuos de aminoacidos en distintas estructuras 
secundarias de proteinas globulares a 


i 1 1 

i 


Aminoacido 


Helice a ( P a ) 


Lamina P (Pp) 


Giro (P t ) 


ft Lamina p 


Ala 


1.29 


0.90 


0.78 




f 


Cys 


1.11 


0.74 


0.80 




Y 


Leu 


1.30 


1.02 


0.59 




Ka 


Met 


1.47 


0.97 


0.39 


Favorecen helices a 


A 


Glu 


1.44 


0.75 


1.00 




K 


Gin 


1.27 


0.80 


0.97 




A 


His 


1.22 


1.08 


0.69 




G 


Lys 


1.23 


0.77 


0.96 




j ! = 3D C 


Val 


0.91 


1.49 


0.47 




Q 


lie 


0.97 


1.45 


0.51 




t Lamina p 




1.07 


1.32 


0.58 




y 










’ Favorecen laminas P 


F 1 


Tyr 


0.72 


1.25 


1.05 




V 


Trp 


0.99 


1.14 


0.75 




f 


Thr 


0.82 


1.21 


1.03 




G 












G 


Gly 


0.56 


0.92 


1.64 




C 


Ser 


0.82 


0.95 


1.33 




R 


Asp 


1.04 


0.72 


1.41 


• Favorecen giros 


40 A 


Asn 


0.90 


0.76 


1.23 




K 


Pro 


0.52 


0.64 


1.91 




R 

N 


Arg 


0.96 


0.99 


0.88 





F 

k i 

s 

A 

F 

D 

C 

U 

F! 

T 

C 

G 

G 

A 



B. Reglas de Chou-Fasman para la prediction 6 



Helice a 



1. Cualquier segmento de seis residuos o mas, con ( P a ) > 1.03, as! como (P a ) > (Pp), y 
que no incluya Pro, se predice que sera una helice a. 

2. Cualquier segmento de cinco residuos o mas, con (Pp) > 1.05, y (Pp) > ( P a ), se predice 
que sera una lamina p. 

3. Examinar la secuencia para identificar tetrapeptidos con (P a ) < 0.9, (P t ) > (Pp). Tienen 
una buena oportunidad de ser vueltas. Las reglas reales para predecir giros P son mas 
complejas, pero este metodo funciona en la mayoria de los casos. 

"Dates adaptados de M. Levitt, Biochemistry (1978) 17:4277-4285. 

Gdaptado con permiso de P. Y. Chou y G. D. Fasman, Biochemistry (1974) 13:222-245. © 1974 American 
Chemical Society. Los simbolos (P a ), (Pp) y (P t ) denotan valores medios de estas cantidades en una region 
de la secuencia. 



FIGURA 6.28 



Prediccion de la estructura secundaria del BPTI. La secuencia de la izquierda muestra los elementos estructurales 
secundarios predichos por P. Y. Chou y G. D. Fasman para el inhibidor de la tripsina pancreatica bovina. La secuencia de la 
derecha muestra los resultados de los estudios de difraccion de rayos X de la misma protefna. La coincidencia excepcionalmente 
buena entre la estructura predicha y la observada es ligeramente mejor para el BPTI que para la mayoria de las proteinas. 




ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LAS PROTElNAS 

ESTRUCTURA TERCIARIA: SIMULACION POR ORDENADOR DEL PLEGADO 

Los intentos de predecir la estructura terciaria se han revelado mucho mas di- 
ficiles, debido probablemente a que el plegado de orden superior depende de 
manera crucial de las interacciones de las cadenas laterales especificas, a menudo 
entre residuos muy apartados unos de otros en la secuencia. Sin embargo, el re- 
conocimiento reciente de patrones globales del plegado terciario ha permitido 
obtener algunos exitos. Asi, por ejemplo, se han utilizado predicciones de la es- 
tructura secundaria para predecir una estructura de cilindro cc/fi para la enzi- 
ma triptofano sintasa que concuerda de modo excelente con el resultado obte- 
nido con rayos X. 

En unos pocos casos, se han realizado intentos de predecir las estructuras tri- 
dimensionales globales de pequenas proteinas globulares de un modo mas di- 
recto. El metodo se basa en el hecho de que, en su plegado espontaneo, las pro- 
teinas buscan un minimo de energia libre. Se permite que una cadena de ovillo 
aleatorio, en simulation por ordenador, experimente un numero muy elevado 
de pequenas permutaciones de su conformation, mediante la rotation alrede- 
dor de los enlaces individuales. El programa de ordenador rastrea la energia 
total, en cuanto a posibles interacciones, y busca un minimo de energia. Si se 
intenta buscar simplemente al azar entre las conformaciones posibles, la tarea 
es imposible, ya que en esencia nos enfrentamos con el problema de Levinthal 
(vease la pagina 209). De alguna forma, la busqueda del minimo debe ser mas 
directa. Recientemente, varios investigadores han desarrollado algoritmos mu- 
cho mas eficaces, que fraccionan el proceso de plegado en pasos razonables. Un 
ejemplo es el programa LINUS (Local Independently Nucleated Units of 
Structure; Unidades de la estructura nucleadas independientemente de forma 
local) (vease Srinivasan y Rose en la Bibliografla). LINUS encuentra, en primer 
lugar, las regiones donde hay mayor probabilidad de presentar una estructura se- 
cundaria determinada y luego interroga como pueden plegarse juntas para ha- 
cer minima la energia. Esta es la forma como se cree se pliegan las proteinas rea- 
les, por lo que no es sorprendente que LINUS haya hecho varias predicciones 
acertadas. Este planteamiento esta aun en una fase inicial, pero permite alber- 
gar esperanzas de que fmalmente podamos predecir no solo los patrones de ple- 
gado de las proteinas, sino tambien las rutas que conducen a las estructuras fi- 
nales. Un planteamiento bastante distinto precede del reconocimiento creciente 
de que se ha conservado a lo largo de la evolution el plegado de determinados 
tipos de dominios. Si se pueden detectar mediante la secuencia, se pueden tener 
unos buenos indicios iniciales de como deberian plegarse. 



Estructura cuaternaria de las proteinas 

En el Capitulo 5 y en este capitulo, hemos explorado niveles cada vez mas com- 
plejos de la estructura proteica, desde la primaria hasta la terciaria, pasando por 
la secundaria (Figura 6.29a-c). La organization proteica funcional puede al- 
canzar como minimo un nivel mas: la estructura cuaternaria (Figura 6.29d). 
Existen muchas proteinas dentro de la celula (y en disolucion, en condiciones fi- 
siologicas), que forman agregados especificos de dos o mas cadenas polipepti- 
dicas plegadas, o subunidades. Los metodos para determinar si una proteina esta 
compuesta o no de multiples subunidades se describen en Herramientas de la 
Bioquimica 6B. Esta organization cuaternaria puede ser de dos tipos: asociacion 
entre cadenas polipeptidicas identicas o casi identicas (homotipicas), o in- 
teracciones entre subunidades con estructuras muy distintas (heterotipicas). En 
ambos casos se forman proteinas con multiples subunidades. 
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/ Grupo hemo 





(d) Estructura 
cuaternaria 



FIGURA 6.29 

Los cuatro niveles de estructura proteica. 

Este resumen de los niveles estructurales de las 
protefnas utiliza como ejemplo la molecula de 
hemoglobina, un tetramero de cadenas 
parecidas a la mioglobina. 



(a, b) Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, 

The World of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley 
Longman, 2000). © Addison Wesley Longman, Inc.; 

(c, d) © Irving Geis. 
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PROTEINAS CON MULTIPLES SUBUNIDADES: INTERACCIONES 
PROTEINA-PROTEINA HOMOTIPICAS 

Las interacciones entre las cadenas polipeptldicas plegadas en las protemas con 
multiples subunidades son de los mismos tipos que las que estabilizan la es- 
tructura terciaria: puentes salinos, enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der 
Waals, interacciones hidrofobas y, en ocasiones, enlaces disulfuro. Estas in- 
teracciones proporcionan la energia necesaria para estabilizar la estructura de 
multiples subunidades. 

Cada cadena polipeptidica es una unidad asimetrica en el agregado, pero la 
estractura cuaternaria global puede exhibir una amplia variedad de simetrias, 
en funcion de la geometria de las interacciones. Con fines ilustrativos, utiliza- 
remos un objeto asimetrico familiar para todo el mundo: un zapato del pie 
derecho. Pensemos en este zapato como una cadena polipeptidica plegada en 
una forma tridimensional compacta. Podemos juntar zapatos de muchas ma- 
neras. Si las superficies que interactuan (A y B) fuesen las del talon y los dedos, 
podria formarse un agregado lineal: 




La asociacion de cadenas 
polipeptldicas para formar estructuras 
especfficas de multiples subunidades 
es el nivel cuaternario de organizacion 
proteica. 



Dos clases generales de simetria 
caracterizan la mayorfa de las 
estructuras cuaternarias: la helicoidal 
y la punto-grupo. 



Dado que los dos grupos que interactuan se encuentran en zonas totalmente 
distintas de la subunidad, a esta interaccion la denominaremos heterologa. Las 
interacciones heterologas deben estar especialmente orientadas para dar un 
agregado realmente lineal. Con mayor frecuencia, la interaccion es tal que cada 
unidad esta torcida con algun angulo respecto a la precedente. Esta torcedura da 
lugar a una estructura helicoidal. La Figura 6.30a presenta una disposition de 
zapatos que forman una helice a derechas con n unidades por vuelta. La parte 
sLiperior de los dedos de cada zapato esta fijada a la suela de los dedos del si- 
guiente, con una rotation de 360 In grados. En la Figura 6.31 se presentan dos 
ejemplos biologicos, ambos de simetria helicoidal: la helice de la proteina 
muscular actina y la cubierta helicoidal del virus del mosaico del tabaco. 
Observese que tanto las disposiciones lineales como las helicoidales pueden te- 
ner un crecimiento indefinido mediante la adicion de mas SLibunidades. Los fi- 
lamentos de actina pueden tener millares de unidades de longitud. 

La mayoria de los ensamblajes de las subunidades proteicas no se basan en 
la simetria helicoidal sino en una de las clases de simetria punto-grupo (Figu- 
ra 6.30b-g), con un numero definido de subunidades dispuestas alrededor de 
uno o varios ejes de simetria. Un eje de simetria n-ario corresponde a la rota- 
tion de cada subunidad 360/n grados respecto a su vecina; en consecuencia, un 
eje binario corresponde a una rotation de 180°. Los tipos mas simples de si- 
metria punto-grupo son las simetrias ciclicas C n , que aparecen en la Figura 
6.30b-d. Estos anillos de subunidades comportan interacciones heterologas 
donde n = 3 o superior. 

Una situation especial de gran importancia surge cLiando dos subunidades 
se relacionan una con la otra mediante un eje binario (tambien llamado eje dia- 
do) para dar una simetria C 2 . Es decir, cada subunidad esta rotada 180° alre- 
dedor de este eje con respecto a la otra: 



.Ut ' 






* V 



Eje diado perpendicular 
al papel 
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Clave: 
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Doble 


Triple 


Cu^druple 


Quintuple 



El motivo asimetrico 
(un zapato del pie derecho) 




(b) Simetria C 2 




(d) Simetria C 4 







FIGURA6.30 

Simetnas de las estructuras cuaternarias de las protemas. 

Aunque se componen de polipeptidos asimetricos, las protelnas 
adoptan muchos patrones simetricos al formar las estructuras 
cuaternarias. En esta figura, un zapato del pie derecho representa la 
unidad estructural asimetrica. (a) Helice formada por la rotacion de 
cada unidad 360//1 grados respecto a la precedente. Esta rotacion 
produce una helice de n unidades por vuelta de longitud indefinida. 
(b) Dlmero con simetria C 2 : un eje binario. (c) Trlmero con simetria 



C 3 : un eje ternario. (d) Tetramero con simetria C 4 : un eje 
cuaternario. (e) Tetramero con simetria D 2 : tres ejes binarios. (f) 24- 
mero con simetria cubica. Esta estructura tiene ejes binarios, 
ternarios y cuaternarios. (g) 60-mero icosaedrico, tipo de estructura 
que se halla en la cubierta proteica de algunos virus. Esta estructura 
tiene ejes quintuples, ternarios y binarios. (h) Fotografla de 
microscopia electronica de un virus del herpes con simetria 
icosaedrica. 

(h) Cortesfa de B. Roizman, Universidad de Chicago/BPS. 
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FIGURA 6.31 

Dos protemas helicoidales. Al lado de 
cada fotograffa de microscopia electronica se 
muestra una representacion esquematica de la 
estructura agregada helicoidal. (a) Actina. (b) 
Virus del mosaico del tabaco. En el virus, las 
subunidades proteicas forman una disposicion 
helicoidal alrededor de un RNA enrollado 
helicoidalmente (rojo). 

(a) Cortesfa de T. Pollard, reproducido de J. Cell Biol. (1981) 

91 :156, con permiso de © Rockefeller University Press; (b) 
cortesfa de R. C. Williams, Universidad de California, Berkeley. 




(a) Actina 



(b) Virus del mosaico del tabaco 





(En la Figura 6.30b se presenta esta disposicion en tres dimensiones.) 
Imaginemos que existen grupos que interactuan en A y B. Por ejemplo, A podria 
ser un donador de enlaces de hidrogeno y B un aceptor. Observese que, en este 
caso, la simetria binaria significa que se producen dos interacciones identicas, co- 
locadas simetricamente alrededor del eje diado. Esta interaction simetrica se de- 
nomina isologa, a diferencia de la interaction heterologa asimetrica. Las inte- 
racciones isologas se hallaran siempre que esten presentes ejes binarios. Los 
dimeros son las estructuras cuaternarias mas comunes, y casi siempre estan 
enlazadas de este modo. En la Figura 6.32 se presenta un ejemplo. Mas interac- 
ciones isologas ptieden dar kigar facilmente a estructuras cuaternarias mas 
complejas de simetria mas elevada. Un ejemplo es la simetria diedrica (Figu- 
ra 6.30e), la estractura mas comun de las protemas tetramericas. Presenta tres 
ejes binarios perpendiculares y, por consiguiente, implica tres pares de interac- 
ciones isologas. De hecho, cualquier simetria D n puede generarse unicamente 
mediante interacciones isologas. 

Existen otras simetrias punto-grupo mas complejas en algunas estructuras 
cuaternarias proteicas, de las que se presentan ejemplos en la Figura 6.30f y g. 
Observese que las estructuras mas complejas incluyen ejes binarios y ejes con 
n > 2. Estas moleculas presentan interacciones isologas y heterologas. Lo mas 
importante es que las moleculas que presentan cualquiera de estas simetrias 
punto-grupo siempre estan limitadas a un numero defmido de subunidades. La 
mayoria de las protemas con multiples subunidades presentan este tipo de geo- 
metria de asociacion, en vez de la agregacion lineal o helicoidal que puede con- 
ducir a un crecimiento indefinido. Este es el motivo por el que la mayoria de las 
moleculas proteicas, aunque contengan multiples subunidades, presentan una 
forma, tamano y masa bien defmidos. 
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Deben senalarse dos excepciones a esta sencilla caracterizacion de las posi- 
bles estructuras. La primera, que a pesar de que la mayoria de los dimeros tie- 
nen una simetria binaria y una union isologa, es posible construir dimeros en 
los que la union sea heterologa mientras que la asociacion indefinida esta aun 
bloqueada estericamente. Estos dimeros no presentan simetria binaria (Figu- 
ra 6.33). Aparece una segunda complicacion siempre que se incorpora a una es- 
tructura especifica de multiples subunidades mas de un tipo de cadena poli- 
peptidica. En estos casos, la simetria se reduce del nivel que cabria esperar del 
numero total de cadenas polipeptidicas, porque dos o mas cadenas distintas for- 
maran ahora una unidad asimetrica. En el Capitulo 7 analizaremos un ejemplo 
de este tipo, la hemoglobina. 

Observese que cada nivel de estructura proteica se construye sobre los niveles 
inferiores, tal como se resume en la Figura 6.29. La estructura terciaria puede 
considerarse como un plegado de elementos de estructura secundaria, y la es- 
tructura cuaternaria se establece combinando subunidades plegadas. Toda esta 
estructuracion de alto nivel esta dictada por la estructura primaria y en ultimo 
termino por el gen. El conocimiento de la estructura proteica es una de las ideas 
mas importantes de la biologia molecular. 

INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA HETEROTl'PICAS 

La seccion anterior se ha centrado en la asociacion de subunidades proteicas 
identicas o casi identicas. Sin embargo, la gama de interacciones proteina-pro- 
teina es mucho mas amplia, pues son comunes las asociaciones especificas en- 
tre moleculas proteicas totalmente distintas. En ocasiones, estas asociaciones 
conducen a estructuras organizadas que contienen una docena o mas de subu- 
nidades distintas. 

Las interacciones que forman estos ensamblajes son del mismo tipo que las 
que describimos previamente, es decir, fuerzas no covalentes en las superficies 
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FIGURA 6.32 

Di'mero de prealbumina. En el dlmero de 
prealbumina, que tambien se presenta en la 
Figura 6.16b, los dos monomeros se combinan 
para formar un sandwich p completo o un 
cilindro p aplastado. El dfmero presenta una 
simetria binaria alrededor de un eje 
perpendicular al papel. Las interacciones 
isologas son principalmente enlaces de 
hidrogeno entre cadenas de laminas p 
especificas: de F a F' y de El a H'. La 
prealbumina tambien puede formar un 
tetramero a partir de dos de estos dimeros 
mediante un segundo conjunto de 
interacciones isologas. 

C. C. F. Blake et at, /. Mol. Biol. (1 974) 88:1 -1 2. © 1 974 
Academic Press. 




FIGURA 6.33 

Di'mero sin simetria. Este dibujo 
esquematico presenta como pueden asociarse 
dos subunidades mediante interacciones 
heterologas y, sin embargo, no producir una 
cadena indefinida. Los lugares de interaccion 
(A, B, C, D) estan bloqueados para reaccionar 
con mas monomeros por el encaje ajustado de 
las superficies. 



Todos los niveles superiores de 
estructura de una proteina estan 
dictados por sus genes. 
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FIGURA 6.34 



Interaccion del BPTI con la tripsina. La 

molecula de BPTI (parte superior) se ajusta 
perfectamente a la superficie de la molecula de 
tripsina (parte inferior), bloqueando el lugar 
activo de la misma. Esta figura es de una 
simulacion de "acoplamiento" por ordenador, 
que se parece mucho (difiere en menos de 
0.05 nm) a la estructura del complejo por 
rayos X. 

Cortesfa de B. K. Soichet e I. D. Kuntz, /. Mol. Biol. (1991) 
221:327-346. © 1991 Academic Press. 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS 

proteicas complementarias. Un ejemplo sencillo es el de una proteina que hemos 
descrito detalladamente en este capltulo, el BPTI. El inhibidor de la tripsina pan- 
creatica bovina recibe este nombre porque forma un complejo fuerte y especi- 
fico con la enzima tripsina, inhibiendo de este modo la actividad proteolitica de 
la tripsina en el pancreas. La Figura 6.34, una simulacion por ordenador de esta 
interaccion, muestra que las dos superficies proteicas encajan perfectamente una 
con otra. El “acoplamiento” de una proteina con otra que predice el modelo de 
ordenador se parece mucho a la estructura real del complejo determinada me- 
diante difraccion de rayos X. La exactitud de la prediccion sugiere que puede ser 
mas facil predecir algunos aspectos de la estructura cuaternaria que la estructura 
terciaria. 



RESUMEN 



Las moleculas proteicas se organizan de manera caracteristica en distintos ni- 
veles. El primer nivel, o nivel primario, es la secuencia de aminoacidos, dictada 
por el gen. Esta secuencia, a su vez, determina el plegado local (estructura se- 
cundaria), el plegado global (estructura terciaria) y la organizacion en estruc- 
turas de multiples subunidades (estructura cuaternaria). 

De las muchas estructuras secundarias concebibles, solo son posibles este- 
ricamente y pueden estabilizarse mediante enlaces de hidrogeno un pequeno 
numero. Entre ellas se encuentran la helice a, la lamina /3 y la helice 3 10 . 
Tambien existen estructuras especificas que permiten que una cadena polipep- 
tidica realice giros bruscos. Los diagramas de Ramachandran proporcionan un 
medio para visualizar las posibilidades. 

Las proteinas pueden agruparse en dos grandes categorias: fibrosas y glo- 
bulares. Las proteinas fibrosas son alargadas, habitualmente de estructura se- 
cundaria regular, y desempenan funciones estructurales en la celula y el orga- 
nismo. Son ejemplos importantes las queratinas (helice ce), las fibromas (lamina 
/ 3 ), el colageno (triple helice) y la elastina (ovillos aleatorios con enlaces cruza- 
dos). Las proteinas globulares presentan estructuras terciarias mas complejas y 
se pliegan en formas compactas que suelen contener dominios definidos. Se han 
identificado diversas clases de plegados terciarios, como los haces de helices a, 
las laminas j3 enrolladas y los cilindros [3. 

Diversos factores determinan la estabilidad de las proteinas globulares: la 
entropia conformacional, la entalpia debida a los enlaces no covalentes in- 
ternos, el efecto hidrofobo y los enlaces disulfuro. El plegado de muchas 
proteinas globulares se produce espontanea y rapidamente en condiciones 
“nativas”. En la celula, las proteinas denominadas chaperoninas ayudan a 
impedir la formacion de estructuras incorrectas o interacciones no deseadas. 
Incluso cuando estan plegadas, las proteinas globulares son estructuras di- 
namicas que experimentan diversos tipos de movimientos internos. 
Actualmente se puede predecir la estructura secundaria proteica con un cier- 
to grado de exactitud, pero la prediccion de la estructura terciaria es mucho 
mas dificil. 

Muchas proteinas globulares (tal vez la mayoria) existen y funcionan 
como ensamblajes de multiples subunidades que forman un nivel de es- 
tructura cuaternario. Algunas de estas proteinas son estructuras alargadas 
con simetria helicoidal; la mayoria tienen un pequeno numero de subuni- 
dades (frecuentemente 2, 4 6 6) y presentan simetria punto-grupo. Todos es- 
tos niveles de estructura proteica estan determinados por la secuencia del 
gen. 
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PROBLEMAS 



1 . La poliglicina, un polipeptido simple, puede formar una helice 

con 0 = -80°, = +150°. A partir de la representation de 

Ramachandran (vease la Figura 6.8), describa esta helice en cuan- 
to a (a) su lateralidad y (b) su numero de residuos por vuelta. 

2. Algunas secuencias polipeptidicas que muestran una tendencia 
pronunciada a dimerizar en una estructura de ovillo enrollado 
antiparalela presentan una repetition exacta de leucina cada 7 
residuos. Si tambien se sabe que la helice a esta ligeramente dis- 
torsionada respecto a sus habituales 3.6 residuos/vuelta en los 
ovillos enrollados, proponga un mecanismo para la dimer- 
ization. ^Que valor sugiere que podria tener la cifra de residu- 
os/vuelta en un ovillo enrollado? 

3. Se presenta a continuation una estructura esquematica de la 
subunidad de la hemeritrina (una proteina que une oxigeno 
presente en los animales invertebrados). 

(a) Se ha observado que en algunas de las areas de helice a de 
la hemeritrina, aproximadamente cada tres o cuatro resid- 
uos de aminoacido hay uno hidrofobo. Sugiera un motivo 
estructural para esta observation. 

(b) ^Cual seria el efecto de una mutation que colocase un 
residuo de prolina en el punto A de la estructura? 

*(c) Esbozar un mecanismo razonable (esto es, una serie de pa- 
sos) para el plegado de la hemeritrina desde un ovillo 
aleatorio hasta la estructura que se presenta. 




4. En la proteina adenilato quinasa, la region C-terminal es una 
helice a con la secuencia 

Val-As p-Asp-Val-Phe-Se r-G I n Val Cys- 

Thr-His-Leu-Asp-Thr-Leu-Lys- 
Los residuos hidrofobos de esta secuencia se presentan en 
negrita. Sugerir un posible motivo para la periodicidad de su 
espaciamiento. 

5. A pesar de que la energia de enlace para el enlace de hidrogeno 
en el vacio es de aproximadamente 20 kj/mol, observamos que 
cada uno de los enlaces de hidrogeno de una proteina plegada 
contribuye mucho menos, probablemente menos de 5 kj/mol, 



a la entalpia de estabilizacion de la proteina. Sugiera una expli- 
cation de esta diferencia. 

6. Considere una pequena proteina que contiene 101 residuos de 
aminoacidos. La proteina tendra unos 200 enlaces alrededor de 
los cuales puede producirse rotation. Suponga que son posibles 
tres orientaciones alrededor de cada uno de estos enlaces. 

(a) Sobre la base de estos supuestos, ^aproximadamente cuan- 
tas conformaciones de ovillo aleatorio seran posibles para 
esta proteina? 

(b) El calculo obtenido en (a) seguramente es demasiado 
grande. De una razon que lo explique. 

*7. (a) Basandose en una respuesta mas conservadora al Problema 6 
(2.7 X 10 92 conformaciones), calcule el cambio de entropia 
conformational del plegado de un mol de esta proteina para 
dar una estructura con una sola conformation. 

(b) Si la proteina se pliega por completo formando una helice a 
con enlaces de H como unico origen de entalpia de estabi- 
lizacion, y cada mol de enlaces de H contribuye con — 5 
kj/mol a la entalpia, calcule el AH p i egado . Observese que no 
se pueden formar 4 enlaces de H en un extremo. 

(c) A partir de sus respuestas a las preguntas (a) y (b), calcule 
el AG p i egado para esta proteina a 25°C. ^Es estable la forma 
plegada de la proteina a 25°C? 

*8. La secuencia siguiente es parte de una proteina globular. 
Utilizando la Tabla 6.6 y las reglas de Chou-Fasman, predecir la 
estructura secundaria de esta region. 

■ ■ •RRPVVLMAACLRPVVFITYGDGGTYYHWYH • ■ ■ 

9. (a) Se comprueba que una proteina es un tetramero de sub- 
unidades identicas. Indique dos simetrias posibles para una 
molecula de este tipo. iQue clases de interacciones (isologas o 
heterologas) estabilizarian a cada una de ellas? 

(b) Suponga que un tetramero, como la hemoglobina, esta for- 
mado por dos pares de dos tipos de cadenas, a y j8. ^Cual es en 
este caso la simetria mas elevada posible? 

*10. En condiciones fisiologicas, la proteina hemeritrina existe como 
un octamero de ocho cadenas del tipo que aparece en el 
Problema 3. 

(a) Indique dos simetrias posibles para esta molecula. 

(b) ^Cual cree que es la mas probable? Expliquelo. 

(c) Para la simetria mas probable, ^que tipo de interacciones 
(isologas, heterologas o ambas) esperaria? ^Por que? 

*11. Un investigador estudia la desnaturalizacion termica de la hemer- 
itrina mediante dos metodos: (1) utilizando dicroismo circular, 
que mide el contenido de helice a, (vease Herramientas de la 
Bioquimica 6A) y (2) utilizando calorimetria de barrido diferen- 
cial (vease Herramientas de la Bioquimica 10A). Observa un A H 
considerablemente mayor por calorimetria del que registra con 
dicroismo circular. Sugiera un motivo para esta diferencia. 

12. La hormona peptidica vasopresina se utiliza en la regulation 
del equilibrio hidrosalino en muchos vertebrados. La vaso- 
presina porcina (de cerdo) tiene la siguiente secuencia: 

Asp-Ty r-Phe-G I u-Asn-Cys-Pro-Lys-G ly 

(a) Utilizando los datos de la Figura 5.6 y la Tabla 5.1, calcule 
el coeficiente de extincion e (en unidades de cm 2 /mg) para 
la vasopresina, utilizando radiation con X = 280 nm. 
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(b) Una disolucion de vasopresina se coloca en una cubeta de 
0.5 cm de grosor. Se observa que su absorbancia a 280 nm es 
de 1.3. iCual es la concentration de vasopresina, en mg/ cm 3 ? 

(c) iQue fraction de luz incidente pasa a traves de la cubeta en 

(b)? 

(Vease Herramientas de la Bioqulmica 6A.) 

*13. Una protema, en condiciones de composition de amortiguador, 
pH y temperatura proximas a las condiciones fisiologicas, pre- 
senta un peso molecular, mediante medidas de equilibrio de sed- 
imentation, de 140 000 g/mol. Cuando la misma protema se es- 
tudia por electroforesis en gel con SDS en ausencia o presencia 
del agente reductor j8 mercaptoetanol (BME), se observan los 
patrones de las calles A y B respectivamente. La calle C contiene 
estandares del peso molecular indicado. A partir de estos datos, 
describa la protema nativa, en lo relativo a tipos de subunidades 
presentes, estequiometria de las subunidades y tipos de enlace 
(covalente, no covalente) que existen entre las subunidades. 
(Vease Herramientas de la Bioquimica 6B.) 



14. En una ultracentrlfuga analitica se han obtenido los siguientes 
datos para la y-globulina humana a 20°C: 

S = 7.12 X 1CT 13 s v = 0.718 mL/g 

D = 4.00 x 10~ 7 cm 2 s _1 p=1.00g/cm 3 

^Cual es el peso molecular de la y-globulina? Observese que la 
constante de los gases R, en unidades cgs, es 8.314 X 10 7 
erg/K-moll. (Vease Herramientas de la Bioquimica 6B.) 

*15. Una protema da una unica banda en la electroforesis con SDS, 
como se observa en las calles 1 y 2 mas abajo. Existe poco 
efecto, si es que lo hay, con la adicion de /3-mercaptoetanol 
(BME) en el gel; si hay algo, la protema corre un poquito mas 
lenta. Cuando se trata con la enzima proteolitica trombina 
(vease el Capitulo 5) y se somete a electroforesis en ausencia 
de BME, la protema migra un poco mas rapidamente (calle 3), 
mientras que cuando esta presente el BME, se encuentran dos 
bandas que migran mucho mas rapidamente (calle 4). 
Explicar estos resultados en terminos de un modelo para la 
protema. 



A 

-BME 



B 

+ BME 
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,67 000 



Ovoalbumina, 
43 000 



Anhidras carbonica, 
30 000 



Inhibidor de la tripsina, 
" 20 000 
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cd 
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E 



1 2 
-BME + BME 



3 4 

-BME + BME 






16. Se ha postulado que la forma normal (no infecciosa) del prion 
se diferencia de la forma infecciosa unicamente en la estructura 
secundaria/terciaria (vease la pagina 215). 

(a) jComo podria demostrar que se producen cambios de la 
estructura secundaria? 

(b) ,>C6mo podria comprobar los cambios de la estructura cu- 
aternaria? 

(c) Si este modelo es correcto, ^que implicaciones tiene sobre 
los esquemas predictivos como los de Chou y Fasman (pagi- 
na 217)? 



HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 6 A 



Metodos espectroscopicos para el estudio 
de la conformation macromolecular 
en disolucion 

La difraccion de rayos X (vease Herramientas de la Bioquimica 
4A) es un metodo muy potente para determinar los detalles de 
la estructura tridimensional de las proteinas globulares y otros 
biopolimeros. Sin embargo, esta tecnica presenta la limita- 



tion fundamental de que solo puede utilizarse cuando las mo- 
leculas han cristalizado, y la cristalizacion no siempre es facil 
o siquiera posible. Ademas, este metodo no puede utilizarse 
con facilidad para estudiar los cambios de conformation que 
se producen en respuesta a los cambios del entorno de las 
moleculas. Sin embargo, existen otros metodos que nos per- 
miten estudiar las moleculas en disolucion. Varios de estos 
metodos pueden agruparse en la categoria de tecnicas espec- 
troscopicas. 
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(a) 



FICURA 6.A1 

Principios de la espectroscopia de absorcion. 

(a) Transiciones electronicas y de vibracion de una molecula 
diatomica. (b) Espectro electromagnetico. 
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(b) 



Espectroscopia de absorcion 

Las proteinas, los hidratos de carbono y los acidos nucleicos 
son moleculas complejas que pueden absorber radiation a lo 
largo de un amplio margen del espectro. No obstante, los prin- 
cipios basicos de su absorcion pueden explicarse en terminos 
del tipo mas sencillo de molecula, una molecula diatomica. 

Cuando interactuan dos atomos para formar una molecu- 
la, la curva de energia potential para el estado electronico de 
energia mas baja (estado basal) se parecera a la curva inferior 
de la Figura 6A.la. Los estados electronicos excitados pre- 
sentaran curvas similares para la energia frente a la distancia 
interatomica, pero a energias mas elevadas. Para cada estado 
electronico de la molecula habra una serie de estados de vi- 
bracion permitidos, con niveles de energia indicados por las li- 
neas horizontales en la figura. La base de la espectroscopia 
molecular puede comprenderse con dos reglas sencillas: (1) 
solo son posibles las transiciones entre estados de energia 
permitidos de la molecula (los niveles de energia estan cuan- 
tizados), y (2) la energia (A£) que debe absorberse en cual- 
quier transition determina la longitud de onda (A) de la ra- 
diation que se absorbe para lograr esa transition. La energia 
de un cuanto de radiation es inversamente proporcional a A: 

AE = hclh A E= ^estado final — tislado inicial (6A.1) 

en donde h es la constante de Planck (6.626 X 10 -34 J s) y c es 
la velocidad de la luz (3 X 10 s m/s). Segun la ecuacion (6A.1), 



las pequenas diferencias de energia corresponden a longitudes 
de onda largas y las diferencias grandes a longitudes de onda 
cortas. Esta relation concuerda con la Figura 6A. lb, que indi- 
ca que las transiciones de energia elevada entre estados elec- 
tronicos de una molecula conducen a la absorcion en la region 
visible o ultravioleta del espectro, mientras que las transicio- 
nes de energia baja entre distintos niveles de energia de vi- 
bration corresponden a la absorcion de energia infrarroja. 

Los biopolimeros complejos como las proteinas y los 
acidos nucleicos pueden experimentar multitud de tipos 
de vibraciones y oscilaciones moleculares. En consecuencia, 
la espectroscopia infrarroja puede proporcionar informa- 
tion directa relativa a la estructura macromolecLilar. Por 
ejemplo, las posiciones exactas de las bandas infrarrojas 
correspondientes a las vibraciones del armazon polipepti- 
dico son sensibles al estado de conformation (helice a, la- 
mina (3, etc.) de la cadena. Por lo tanto, los estudios en esta 
region del espectro suelen utilizarse para investigar las con- 
formaciones de las moleculas proteicas. 

La mayorfa de los biopolimeros no absorben luz visible en 
cantidades significativas. Algunas protemas son coloreadas, 
pero invariablemente contienen grupos prosteticos (como el 
hemo en la mioglobina) o iones metalicos (como el cobre) que 
les confieren la absorcion. La sangre y la carne roja deben sli 
color a los grupos hemo transportados por la hemoglobina, la 
mioglobina y otras hemoproteinas. Esta absorcion a menudo 
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Longitud de onda, nm 

FIGURA 6.A2 

Espectros de absorcion en el ultravioleta cercano de una protema 
caracteristica y del DNA. La absorcion a 280 nm se utiliza 
habitualmente para medir concentraciones de protemas, mientras que la 
absorcion a 260 nm es mas sensible para los acidos nucleicos. 



puede aprovecharse para investigar cambios del entorno mo- 
lecular del grupo prostetico. Un ejemplo de ello es el uso de la 
espectroscopia de absorcion en el espectro visible para seguir 
la oxigenacion de la mioglobina o la hemoglobina (vease la pa- 
gina 242 en el Capitulo 7). No obstante, los usos mas comunes 
en bioquimica de las tecnicas espectroscopicas son, con dife- 
rencia, los de la espectroscopia ultravioleta. En la region ultra- 
violeta, tanto las protemas como los acidos nucleicos absorben 
intensamente (Figura 6A.2). La absorcion proteica mas fuer- 
te se encuentra en dos margenes de longitud de onda dentro 
de las regiones ultravioleta, en la proximidad de 280 y 200 
nm. En el margen de 270-290 nm, vemos la absorcion por 
las cadenas laterales aromaticas de fenilalanina, tirosina y trip- 
tofano (vease tambien la Figura 5.6). Dado que esta region del 
espectro es facil de estudiar, la absorcion a 280 nm se utiliza de 
modo sistematico para medir las concentraciones proteicas. 

Las medidas espectroscopicas de concentracion protei- 
ca utilizan un espectrofotometro, en el que una cubeta de 
grosor l que contiene una solucion de la protema se coloca 
en un haz de radiacion monocromatica de intensidad I 0 



(Figura 6A.3). La intensidad del haz emergente disminuira 
hasta un valor de I porque la disolucion absorbe parte de la 
radiacion. La absorbancia a la longitud de onda A se defi- 
ne como Ax = log(7 0 /7) y esta relacionada con l y la con- 
centracion c por la ley de Beer: 

Ai = e x !c (6A.2) 

donde £x es el coeficiente de extincion a una longitud de 
onda A para la sustancia concreta que se estudia (vease el 
Problema 12). Sus dimensiones dependen de las unidades 
de concentracion empleadas. Si la concentracion de protei- 
na se mide en mg/ cm 3 y / en cm, entonces £x debe tener las 
dimensiones cm 2 /mg, dado que A es una magnitud sin 
unidades. En cambio, cuando las concentraciones se ex- 
presan en molaridad (m), las unidades de £ pasan a ser 
M - 1 cm -1 . Una vez determinado el coeficiente de extin- 
cion de una protema concreta (por ejemplo, midiendo la 
absorbancia de una solucion que contenga un peso cono- 
cido de la protema), la concentracion de cualquier otra so- 
lucion de esa protema puede calcularse a partir de una sim- 
ple medida de absorbancia, utilizando la ecuacion (6A.2). 
Se emplea habitualmente el mismo metodo para los acidos 
nucleicos, pero en este caso suele utilizarse una longitud de 
onda de 260 nm, dado que los acidos nucleicos absorben 
mas intensamente en esa region del espectro. 

La segunda region de fuerte absorcion en el espectro 
de las protemas se encuentra entre 180 y 220 nm. La ab- 
sorcion a estas longitudes de onda surge de las transiciones 
electronicas en el propio armazon polipeptidico, y como 
consecuencia es sensible a la conformation del armazon. De 
hecho, ambas regiones del espectro de absorcion de las pro- 
temas resultan algo afectadas por el estado conformacional. 
Los coeficientes de extincion cambian ligeramente cuando 
una molecula pasa de una forma globular a otra de ovillo 
aleatorio, porque se modifica el entorno local de todos los 
grupos, incluyendo las cadenas laterales aromaticas. Dado 
que la espectroscopia puede realizarse con gran exactitud, 
pueden medirse incluso cambios pequenos y puede utili- 
zarse para seguir la desnaturalizacion proteica. En la Figu- 
ra 6.20 se presenta un ejemplo. 
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Medida de la absorcion de luz con un espectrofotometro. 
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Fluorescencia 

En la mayoria de los casos, las moleculas que pasan a un es- 
tado electronico excitado por la absorcion de energia ra- 
diante vuelven al estado basal por una transferencia sin 
radiacion de la energia de excitacion a las moleculas cir- 
cundantes. En pocas palabras, la energia vuelve a aparecer 
como calor. Pero en ocasiones, como se ve en la Figu- 
re 6A.4a, una molecula perdera solo parte de su energia de 
excitacion por transferencia (flecha amarilla) y volvera a 
radiar la parte mas grande (flecha verde). Con ello surge el 
fenomeno denominado fluorescencia. Dado que, como se 
aprecia en la Figura 6A.4a, el cuanto de energia reemitida 
como fhiorescencia siempre es de menor energia que el 
cuanto que se absorbio inicialmente (flecha naranja), la 
longitud de onda de la luz fluorescente sera mas larga que 
la longitud de onda de la luz de excitacion. En la Figura 
6A.4b se contrasta el espectro de emision de fluorescencia 
de la tirosina con su espectro de absorcion. En las proteinas, 
la tirosina y el triptofano son los grupos fluorescentes mas 
importantes. El entorno de estos residuos puede modificar 
en gran medida la intensidad de su fluorescencia, y esta 
tecnica puede utilizarse para el seguimiento de los cam- 
bios de conformacion proteica. Ademas, la excitacion de 
la fluorescencia por luz polarizada en el piano (vease el 
apartado siguiente) proporciona un modo de estudiar la di- 
namica de la estructura proteica. Si los residuos excitados 
pueden moverse o rotar de modo apreciable antes de que se 
reemita la luz fluorescente, la fluorescencia se despolariza- 
ra en alguna cantidad. La medida de la cuantia de esta des- 
polarizacion proporciona una medida de la movilidad ro- 
tacional del grupo o la molecula. 

Recientemente, se ha empezado a utilizar mucho la 
fluorescencia como herramienta para localizar con preci- 
sion las proteinas en las celulas o los organulos subcelulares. 
La microscopia confocal (vease Herramientas de la 



Bioquimica 1A) permite esta localization, si la proteina se 
puede marcar de forma especifica. Algunas veces, esto pue- 
de conseguirse uniendo de forma covalente colorantes fluo- 
rescentes, pero es dificil de hacer in vivo. Una tecnica nue- 
va poderosa emplea una proteina muy fluorescente que se 
encuentra en algunas medusas, denominada proteina fluo- 
rescente verde (PFV). La fhiorescencia intensa se debe a un 
cromoforo poco corriente, que se genera por oxidation de 
la secuencia de aminoacidos Ser-Tyr-Gly. La PFV se emplea 
con mayor efectividad como una proteina de fusion, de 
forma que el gen de la PFV se fusiona con el de la proteina 
que quiere estudiarse, y el producto fusionado se expresa en 
el organismo que interesa. La proteina fusionada actua y se 
situa igual que la proteina natural y proporciona un mar- 
cador brillante en la microscopia. 

Dicrofsmo circular 

A pesar de que la espectroscopia de absorcion y la fluores- 
cencia pueden ser utiles para el seguimiento de los cambios 
moleculares, estas medidas son dificiles de interpretar di- 
rectamente en terminos de cambios de la estructura se- 
cundaria. Para este objetivo, han adquirido importancia 
las tecnicas que utilizan luz polarizada. 

La luz puede polarizarse de varias maneras. La mas co- 
nocida es la polarizacion plana (Figura 6A.5a, parte supe- 
rior), en la que el campo electrico variable de la radiacion 
tiene una orientation fija. Mientras que la luz no polariza- 
da consta de ondas que vibran en todos los pianos perpen- 
diculares a la direccion del desplazamiento, la luz polariza- 
da plana tiene ondas que vibran en un unico piano. Menos 
conocida, pero igualmente importante, es la polarizacion 
circular, en la que la direccion de polarizacion rota con la 
frecuencia de la radiacion (Figura 6A.5a, parte inferior). Si 
observa un haz polarizado circularmente que se le acerca, el 
campo electrico puede estar rotando tanto en sentido de las 





Longitud de onda, nm 

(a) (b) 



FIGURA 6.A4 

Fluorescencia. (a) Principio de la 
fluorescencia. (b) Espectros de 
absorcion y de emision de 
fluorescencia de la tirosina. 
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FIGURA6.A5 

Dicroismo circular, (a) Polarizacion 
de la luz. Arriba: luz polarizada plana. 
Abajo: luz polarizada circularmente. 
(b) Espectros de dicroismo circular de 
polipeptidos con diversas 
conformaciones. 



agujas del reloj como en sentido contrario. La primera se 
denomina luz polarizada circularmente hacia la derecha, y la 
segunda luz polarizada circularmente hacia la izquierda. 

La mayoria de las moleculas que estudian los bioqui- 
micos son asimetricas (por ejemplo, los aminoacidos L y D, 
las helices proteicas a derechas y a izquierdas, y las helices 
de acidos nucleicos a derechas y a izquierdas). Estas mo- 
leculas presentan una preferencia por la absorcion de luz 
polarizada circularmente hacia la izquierda o hacia la de- 
recha. Asi, por ejemplo, un haz polarizado circularmente 
hacia la derecha interactua de modo distinto frente a una 
helice (X a derechas que un haz polarizado circularmente 
hacia la izquierda. Esta diferencia de absorcion, denomina- 
da dicroismo circular, se define como 

A/A = Al - Ar (6A.3) 

A 

donde A L es la absorbancia de la luz polarizada circular- 
mente hacia la izquierda, A R es la cantidad correspondien- 
te para la polarizacion circular hacia la derecha y A es la ab- 
sorbancia de la luz no polarizada. Dado que A A puede ser 
positivo o negativo, un espectro de dicroismo circular (o 
espectro DC) es distinto de un espectro de absorcion nor- 
mal en que se permiten valores + y — . 

La Figura 6A.5b presenta espectros DC de polipeptidos 
con conformaciones de helice a, lamina /3 y ovillo aleatorio. 
Los tres espectros de la figura son muy diferentes, de forma 
que el dicroismo circular puede ser una potente herra- 
mienta para el seguimiento de los cambios conformacio- 
nales de las proteinas. Asi, por ejemplo, si se desnaturaliza 



una proteina de modo que su estructura nativa, que con- 
tiene regiones de helice a y de lamina /3, se transforma en 
una estructura desplegada de ovillo aleatorio, esta trans- 
formation se reflejara en un cambio muy notable de su es- 
pectro DC. 

El dicroismo circular puede utilizarse tambien para 
calcular el contenido de helices (X y de laminas [i en prote- 
inas nativas. Se conocen las contribuciones de estas estruc- 
turas secundarias distintas al dicroismo circular a diferen- 
tes longitudes de onda, de modo que podemos intentar 
hacer corresponder un espectro observado de una proteina 
con una combination de estas contribuciones. Este tipo de 
analisis coincide frecuentemente con la composition de es- 
tructura secundaria determinada por los estudios de rayos 
X, y ha apoyado la idea de que las estructuras de las prote- 
inas globulares observadas en cristales se conservan cuan- 
do los cristales se disuelven en disoluciones amortiguado- 
ras a pH fisiologico. 

A pesar de que el dicroismo circular es una tecnica ex- 
traordinariamente util, no resulta muy discriminadora. 
Esto es, en la actualidad no puede decirnos lo que sucede en 
un punto concrete de una molecula proteica. Un metodo 
que tiene la posibilidad de hacerlo es la resonancia magne- 
tica nuclear. 

Resonancia magnetica nuclear 

Principios generates: RMN unidimensional 

Los nucleos de determinados isotopos de algunos elemen- 
tos tienen una propiedad denominada espin, que hace que 
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TAB LA 6 A. 1 

NUCLEOS UTILIZADOS CON MAYOR FRECUENCIA EN LOS EXPERIMENTOS BIOQUIMICOS DE RMN 



Isotopo Espin 


Abundancia Natural" (%) 


Sensibilidad Relativa & 


Aplicaciones 


'H Zi 


99.98 


(1.000) 


Casi cualquier tipo de estudio bioquimico 


2 H 1 


0.02 


0.0096 


Estudios de compuestos deuterados selectivamente 


13 c a 


1.11 


0.0159 


Estudios de grupos especificos que contienen carbono 


19 f % 


100.00 


0.834 


Sustituido por H como “sonda” de estructura local 


31 P 54 


100.00 


0.0664 


Estudios de acidos nucleicos y compuestos fosforilados 



"El numero representa el porcentaje de este isotopo en la mezcla de isotopos de cada elemento que se produce naturalmente. Los isotopos con cifras proximas al 
100% pueden estudiarse directamente en los biopolimeros que se producen naturalmente. Los isotopos raros, como 2 H (deuterio) y 13 C, suele ser preciso que se 
enriquezcan artificialmente en las sustancias a estudiar. 

& Indica la sensibilidad (en comparacion con 1 H) de los instrumentos de RMN convencionales para cada isotopo. Los valores bajos significan que el experimento 
sera mas dificil o que requerira mas tiempo. 



los nucleos se comporten como imanes diminutos. Solo 
un numero limitado de isotopos tiene esta propiedad; al- 
gunos que son utiles para los bioquimicos se indican en la 
Tabla 6A.1. Si se aplica un campo magnetico externo a una 
muestra que contenga estos nucleos, las distintas orienta- 
ciones del espin nuclear tendran energias diferentes. La ra- 
diacion de microondas puede hacer pasar estos nucleos de 
un estado energetico a otro, un fenomeno denominado re- 
sonancia magnetica nuclear (RMN). La RMN es en reali- 
dad un tipo de espectroscopia. Como se ve en la Figu- 
ra 6A.6a, con un campo magnetico determinado, una 
energia concreta correspondiente a una longitud de onda 
particular en la region de microondas del espectro corres- 
ponded exactamente a la diferencia de energia entre los 
estados de espin. De este modo, el investigador puede uti- 
lizar un campo magnetico fijo y cambiar la longitud de 
onda de las microondas hasta que se haya obtenido la “re- 
sonancia”. Tambien el experimento puede realizarse a la in- 
versa: se mantiene fija la longitud de onda de la radiacion y 
se varia el campo magnetico hasta conseguir la resonancia. 

Los niveles de energia de un micleo girando en un cam- 
po magnetico son muy sensibles al entorno que rodea al 



atomo en cuestion. Los hidrogenos distintos de un com- 
puesto, por ejemplo, alcanzaran la resonancia a distintas 
intensidades del campo magnetico. Estas diferencias suelen 
expresarse en terminos de desviaciones quimica s (5) defini- 
das respecto al material de referenda anadido a la muestra: 

8= Href ~ H x 10 s (6A.4) 

H re , 

donde H es la intensidad del campo para la resonancia del 
micleo en cuestion, y H re{ es la de un micleo de referenda. 

Con los instrumentos modernos de RMN, es posible di- 
ferenciar resonancias de la mayoria o todos los protones, 
incluso en una molecula grande. Asi, por ejemplo, en la 
Figura 6A.6b se presenta un espectro de RMN de la protei- 
na inhibidora de la tripsina pancreatica bovina. Si pueden 
identificarse estas resonancias, una tarea que presenta al- 
guna dificultad, es posible preguntarse que le sucede a un 
grupo o atomo particular en una molecula grande como 



FIGURA 6.A6 

Resonancia magnetica nuclear (RMN). (a) Principio de la RMN. (b) 
Parte del espectro de RMN de 1 H del inhibidor de la tripsina pancreatica 
bovina. El eje es la desviacion quimica, 8, en partes por millon (ppm). Las 
letras indican resonancias asignadas a grupos especificos de atomos. 




K. Wiithricht y G. Wagner, /. Mol. Biol. (1979) 1 30:1-1 8. © 1 979 Academic Press. 
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FIGURA 6.A7 

Titulacion de los cuatro residuos de histidina de la ribonudeasa 
mediante RMN. Cada curva sigue la titulacion de un grupo individual de 
histidina. Las marcas como HI 2 y H48 indican las posiciones de los grupos 
en la cadena. Las dos histidinas con los pK a mas bajos (HI 2 y H1 1 9) 
participan en el proceso catalitico. 

una proteina. Un ejemplo de esta discrimination se presen- 
ta en la Figura 6A.7, que Litiliza la RMN para trazar las cur- 
vas de titulacion de los residuos de histidina individuales de 
la proteina ribonucleasa. La figura tambien demuestra gra- 
ficamente un principio al que se ha aludido en el CapitLilo 5: 
los grupos individuales de un tipo determinado pueden 
presentar valores de pK a muy distintos debido a sus entor- 
nos diferentes dentro de la molecula proteica compleja. 

Los ejemplos del poder discriminador de la RMN son 
legion. Como otro ejemplo, podemos utilizar la RMN 31 P 
para mostrar lo que hacen los grupos fosfato en una mo- 
lecula de acido nucleico. Los espectros de RMN 13 C de la 
Figura 6A.8 diferencian los tipos individuales de atomos 
de carbono en el polipeptido sintetico poli(y-bencil)-L- 
ghitamato. La Figura 6A.8 demuestra otra aplicacion im- 
portante de la RMN. Cuando los atomos solo pueden mo- 
verse lentamente en disolucion, las lineas de RMN se en- 
sanchan. Observese el contraste de definition de los picos 
entre las formas de helice y de ovillo aleatorio de este poli- 
peptido. En el ovillo aleatorio, el armazon y las cadenas la- 
terals son fibres para dar una vuelta con movimiento alea- 
torio, pero en la helice, cada uno esta fijado a su sitio y 
solo pueden moverse con el movimiento lento de toda la 
molecula grande de forma alargada. En consecuencia, en 
este caso la RMN nos permite estudiar de modo mas di- 
recto la transition helice — *- ovillo aleatorio. 

RMN Multidimensional 

El tipo de espectro unidimensional que aparece en la Figura 
6A.6b nos puede decir mucho sobre el comportamiento 
de los atomos individuales de una protema, pero no pro- 
porciona toda la information potencialmente disponible 
con la RMN. El impulso de la “RMN bidimensional” de 



C de bencilo 





FIGURA 6.A8 

Espectros de RMN de 13 C de dos conformadones de un 
polipeptido. Los picos individuales para los carbonos a, /5, yy bencilo de 
las cadenas laterales se resuelven claramente. (a) Espectro del poli(y-bencil)- 
L-glutamato en la conformacion de helice a. (b) Espectro del mismo 
polipeptido en la conformacion de ovillo aleatorio. Observese como se 
estrechan los picos al pasar de la helice al ovillo aleatorio. 

Reproducido con permiso de A. Allerhand y E. Oldfield, Biochem. (1973) 12:3428-3433. © 1973 
American Chemical Society. 



las proteinas, durante los ultimos anos, ha abierto toda una 
nueva gama de aplicaciones. 

Basicamente, las tecnicas de RMN bidimensional de es- 
pectroscopia de correlation (COSY) y de espectroscopia de efec- 
to Overhauser nuclear (NOESY) se basan en el hecho de que 
los espines de distintos protones interactuan o se “acoplan” 
unos con otros. Con el uso de tecnicas especiales con multi- 
ples pulsos de energia para alinear los espines nucleares, es 
posible perturbar el espin de un nucleo y detectar su efecto 
sobre el estado de espin de otro. Los protones que estan uni- 
dos a atomos adyacentes, y que en consecuencia pueden aco- 
plar el espin directamente, pueden estudiarse con el metodo 
COSY. Este metodo permite al investigador asignar ffecuen- 
cias de RMN a protones concretos “rastreando” un atomo 
tras otro. El espectro NOESY es incluso mas importante, y se 
basa en el hecho de que dos protones que esten a menos de 
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CAPlTUIO 6 



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTElNAS 



0.5 nm de distancia el uno del otro perturban mutuamente 
sus espines incluso si no estan estrechamente acoplados en la 
estructura primaria. En consecuencia, la NOESY permite 
averiguar los protones que estan cerca en el espacio y pro- 
porciona una ruta para la determination de la estructura 
tridimensional. En la Figura 6A.9 se presenta un espectro 
NOESY bidimensional caracteristico. Las manchas en la dia- 
gonal corresponden al espectro convencional unidimensio- 
nal, mientras que las manchas fuera de la diagonal muestran 
interacciones cercanas entre pares de protones correspon- 
dientes a las manchas de la diagonal. Por ejemplo, los proto- 
nes que estan a menos de 0.5 nm se muestran con la mancha 
marcada asi, y con su contrapartida al otro lado de la diago- 
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FIGURA 6.A9 

Uso de los espectros de RMN NOESY para determinar la 
proximidad de los atomos. (a) Peptido YGRGDSP. (b) Espectro NOESY 
del peptido (region de H de amida). La presencia de un pico cruzado 
correspondiente a la interaccion del proton de la glicina 4 (G4N — H) con el 
proton N — H del aspartato (DN — H) demuestra que estan cerca en el 
espacio. 

Tornado de W. Curtis Johnson, Jr. et al., Biochem. (1993) 32:268, fig. 4. © 1993 American 
Chemical Society. 



nal. Cuando se combinan con las asignaciones de protones y 
las restricciones de enlaces, estos datos pueden proporcionar 
modelos bastante exactos de proteinas pequenas en disolu- 
tion. Se presenta un ejemplo en la Figura 6A.10, donde la es- 
tructura de armazon del BPTI obtenida por rayos X se com- 
para con cinco modelos posibles generados a partir de los 
espectros de RMN bidimensionales. 

Recientemente, se ha ampliado la potencia de estos meto- 
dos mediante la expansion a otras “dimensiones”, observando 
las interacciones entre, por ejemplo, los espines de los proto- 
nes y los espines de 13 C. La potencia de la RMN para el estu- 
dio de estructuras proteicas esta aumentando rapidamente. 
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FIGURA 6.A10 

Comparacion de las estructuras del BPTI obtenidas por RMN y por 
rayos X. La Ifnea gruesa representa la conformacion del armazon de la 
estructura de rayos X. Las Ifneas finas representan cinco posibles estructuras 
calculadas a partir de los datos de RMN. 

Cortesfa de K. Wuthrich de /. Mol. Biol. (1 987) 1 96:61 1 . © 1 987 Academic Press. 
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HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 6B 



Determinacion de pesos moleculares 
y del numero de subunidades 
de una molecula de proteina 

Cuando se ha identificado y purificado una nueva proteina, 
surgen inmediatamente dos preguntas: 

1. ^Existe la proteina en condiciones fisiologicas como 
una cadena polipeptldica unica o esta formada por 
multiples subunidades? 

2. Si la proteina funcional tiene mas de una subunidad, 
ison las subunidades identicas o las hay de varios ti- 
pos? 

Las respuestas a estas preguntas habitualmente pueden 
obtenerse primero determinando el peso molecular de la 
proteina nativa y, a continuation, sometiendola a unas con- 
diciones en las que se produzca la disociacion en subuni- 
dades. Si las subunidades se mantienen juntas por interac- 
ciones no covalentes, el cambio del entorno disolvente 
afectara frecuentemente la disociacion. Por ejemplo, podrla 
elevarse o rebajarse el pH hasta situarlo fuera del margen fi- 
siologico. Como alternativa, podrlan utilizarse disolventes 
desnaturalizantes como las disoluciones concentradas de 
urea o clorhidrato de guanidina. Estos compuestos, que son 
excelentes enlazadores de hidrogeno, destruyen la estructu- 
ra regular del agua, y por este motivo a veces se denominan 
agentes caotropicos (“creadores de caos”). La destruction 
de la estructura del agua disminuye el efecto hidrofobo y en 
consecuencia fomenta el desplegado y la disociacion de las 
moleculas proteicas. Otros detergentes, como el dodecil- 
sulfato sodico (SDS; vease la parte inferior de la pagina) 
son incluso mas eficaces. El SDS forma micelas alrededor de 
las cadenas polipeptldicas individuales. Si se determinan 
los pesos moleculares de los productos disociados en un 
disolvente como este y se comparan con el peso molecular 
nativo, se puede averiguar el numero de subunidades im- 
plicadas. 

Determinacion del peso molecular 
de la estructura nativa 

Se dispone de varias tecnicas para determinar los pesos mo- 
leculares de las proteinas en sus estados fisiologicos. Recorde- 



mos de Herramientas de la Bioquimica 5A que el coeficiente de 
sedimentation, S, esta relacionado con el peso molecular, M, 
del modo siguiente: 



M( 1 - vp) 
Nf 



(6B.1) 



Recordara de Herramientas de la Bioquimica 5A que v es el 
volumen especifico de la proteina y p es la densidad de la so- 
lution. Esta ecuacion contiene el coeficiente de friccion, f, 
que tambien depende del tamano de la molecula. Para eli- 
minar f puede realizarse una determinacion aparte del coe- 
ficiente de difusion, D, de la proteina. Esta magnitud mide la 
rapidez con la que las moleculas difunden en disolucion de- 
bido al movimiento termico Browniano. El coeficiente de 
difusion depende de la temperatura, T, y del coeficiente de 
friccion: 



RT 

Nf 



(6B.2) 



donde R es la constante de los gases, 8.31 X 10 7 erg/K-mol. El 
coeficiente de difusion puede medirse determinando la rapi- 
dez con la que se difumina la separation entre una solution de 
la molecula y el disolvente puro, o por tecnicas de dispersion 
de luz laser (vease van Holde et al, Capitulo 4). Combinando 
la ecuacion (6B.1) con (6B.2), obtenemos la ecuacion de 
Svedberg para M: 

M = — — — (6B.3) 

0(1 - vp) 

Un modo mas directo de medir M utiliza la tecnica del equi- 
librio de sedimentation. Si una disolucion proteica sedimen- 
ta durante muchas horas a una velocidad de rotor baja, se es- 
tablecera un equilibrio entre la tendencia de las moleculas a 
sedimentar y su tendencia a difundir de nuevo a la disolu- 
cion. Se establecera un gradiente de concentration estaciona- 
rio (Figura 6B.la). Puede demostrarse que una proteina ho- 
mogenea producira un gradiente descrito por la ecuacion 

C ^ = e M( 1 - vp)®2(r2 - r 0 2)/2RT ( 6B 4 ) 

c{r 0 ) 

donde c(r) es la concentration a una distancia rdel centro de 
rotation, c(r 0 ) es la concentration en la position del menisco 
( r 0 ) y las demas magnitudes corresponden a las definidas en 
Herramientas de la Bioquimica 5A. Segun la ecuacion (6B.4), 
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t 

Distancia en la celdilla — ^ Par te inferior 

de la centrifugal de la celdilla 



FIGURA 6.B1 

Utilization del equilibrio de sedimentacion para medir el 
peso molecular, (a) El equilibrio de sedimentacion se alcanza 
cuando el flujo de soluto hacia fuera causado por su sedimentacion 
se equilibra con el flujo retrogrado debido a la difusion, (b) En el 
estado de equilibrio, el gradiente de concentracion es tal que un 
grafico de In cfrente a r 2 es una Ifnea recta, con una pendiente 
dada por M( 1 - vp)ai 2 /2RT. 



t 

Menisco 

r o 

(a) 



si se represen ta graficamente In c(r) frente a r 2 - r 0 2 , debe ob- 
tenerse una linea recta (Figura 6B.lb): 



In c(r) = In c(r 0 ) + 



M( 1 - vp)m 2 (r 2 - r 0 2 ) 
2 RT 



(6B.5) 



La pendiente de la linea es M( 1 — vp)0) 2 l2RT, lo cual hace po- 
sible la determinacion de M. Una ultracentrifuga analitica 
permite la medida bastante exacta de M mediante esta tecni- 
ca. Los detalles del equilibrio de sedimentacion y otras tecni- 
cas fisicas que pueden utilizarse para determinar los pesos 
moleculares de las proteinas nativas se presentan en el libro de 
van Holde et al. (vease la Bibliografia). 



Determinacion del numero y peso aproximado 
de las subunidades: electroforesis en gel con SDS 

Una vez determinado el peso molecular nativo, la manera mas 
facil de averiguar el peso o pesos moleculares de las subunidades 
consiste en utilizar la electroforesis en gel en presencia de SDS. 
En estas condiciones, las estructuras secundaria, terciaria y cua- 
ternaria de las proteinas se descomponen todas. La cadena se 
despliega y se rodea de moleculas de SDS. Las numerosas cargas 
negativas transportadas por las muchas moleculas de SDS uni- 
das a la proteina hacen que la carga que esta transporta sea in- 
significante. La cadena polipeptidica plegada se transforma en un 
objeto alargado, cuya carga y longitud son proporcionales a la 
longitud (y, por lo tanto, al peso molecular) de la cadena. Tal 
como se senala en Herramientas de la Bioquimica 2A, estas par- 
ticulas migraran en la electroforesis en gel con movilidades re- 
lativas, que dependen unicamente de sus longitudes. Este feno- 
meno se demuestra en el grafico que aparece en la Figura 6B.2. 




(b) 




FIGURA 6.B2 

Electroforesis en gel con SDS. El grafico representa el log M frente a la 
movilidad electroforetica relativa para una serie de proteinas disueltas en una 
solucion que contiene el detergente SDS. La curva resultante se utiliza para 
interpolar los datos de una proteina desconocida. 



Si la electroforesis de una cadena proteica desconocida se lleva a 
cabo en el mismo gel que un conjunto de estandares de refe- 
renda, el peso molecular de la desconocida puede medirse por 
interpolation en un grafico como el de la Figura 6B.2. 

Cuando se investigan las subunidades de una proteina me- 
diante esta tecnica, es aconsejable realizar dos experimentos: 
uno en presencia de un agente reductor de enlaces disulfuro 
como el /3-mercaptoetanol (HSCH 2 CH 2 OE[) y otro en su au- 
sencia. De este modo, se distinguira entre las subunidades que 
se mantienen juntas mediante puentes — S — S — y las que se 
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mantienen juntas solo mediante fuerzas no covalentes. Si se 
encuentra una sola banda en cada uno de estos geles con SDS, 
correspondiente en peso molecular a la de la proteina nativa, 
podemos concluir que la proteina existe en condiciones fisio- 
logicas como una unica cadena polipeptidica. Si la banda o 
bandas observadas son de un peso molecular muy inferior, 
esta indicada una estructura de multiples subunidades. 
Aunque los valores de peso molecular obtenidos a partir de la 
electroforesis en gel pueden ser aproximados, deberan ser lo 
suficientemente exactos para una buena estimation del nu- 
mero de subunidades (vease el Problema 13). 

Suponiendo que el examen indique que hay multiples subu- 
nidades, ;hay solo un tipo o hay varios? La presencia de mas de 
una banda en el gel con SDS es una indication clara de que se 
trata de multiples tipos de subunidades. Pero hallar solo una 
banda no demuestra que las subunidades sean identicas. De he- 
cho, puede haber varios tipos de subunidades con distintas se- 
cuencias de aminoacidos pero pesos moleculares casi identicos; 
estas subunidades distintas no pueden diferenciarse en geles con 
SDS. Para dejar claro que solo esta presente un tipo de cadena, el 
investigador debe recurrir a otros metodos. Si puede hallarse 
un modo de disociar la proteina sin utilizar detergentes o agen- 
tes caotropicos, el enfoque isoelectrico puede ser una tecnica 
muy sensible (vease Herramientas de la Bioquimica 2A). 

Determination de los pesos moleculares 
exactos de las subunidades de las protelnas: 
espectrometria de masas 

En los ultimos anos se ha aplicado una tecnica fisica antigua 
(espectrometria de masas) al estudio de las proteinas, con re- 
sultados notables. En los espectrometros de masas, las mole- 
culas se ionizan y posteriormente se aceleran a traves del vacio 



mediante un campo electrico. Las particulas con distinta rela- 
tion masa/carga se separan mediante su deflexion en un cam- 
po magnetico o bien simplemente midiendo su “tiempo de 
vuelo” hasta un detector. (Vease la Figura 6B.3.) 

Cada molecula recibe una carga determinada (con frecuen- 
cia solo unas pocas unidades electronicas, + o — ) durante su 
ionization. El campo electrico entre el anodo (la fuente) y un 
catodo que contiene una pequena apertura proporciona a cada 
molecula una energia cinetica proporcional a su carga. 
Consideremos dos macromoleculas de masa diferente, cada 
una de las cuales recibe una unidad de carga positiva. La ener- 
gia cinetica para cada una sera la misma, pero sus velocidades 
seran diferentes ya que E = Vi mv 2 . Cuanto mayor sea la mo- 
lecula se movera mas lentamente. De esta forma, midiendo el 
tiempo de llegada al detector a traves de la region “de deriva” en 
el espectrometro de masas, se puede medir la masa molecular. 

Los resultados pueden ser muy exactos, del orden de una 
parte por 10 000 para moleculas del tamano de la hemoglo- 
bina, lo cual es suficientemente exacto para detectar pequenos 
cambios de la secuencia de aminoacidos. La tecnica se ha am- 
pliado para poder estudiar moleculas del tamano de las in- 
munoglobulinas (alrededor de 150 000 Da). 
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FIGURA 6.B3 

Espectrometria de masas de desabsorcion laser facilitada 
mediante matriz. Un rayo laser libera iones proteicos de una 
matriz organica. Estos se aceleran electricamente hacia un analizador 
de masas de tiempo de vuelo, que separa los iones en funcion de su 
relacion masa/carga. 
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CAPITULO 7 



Funcion y evolution de las protemas 



Una vez alcanzado el conocimiento de las complejas estructuras 
plegadas de las protemas globulares, estamos en disposition de examinar con 
mayor detalle la manera en la que estan relacionadas estas estructuras con las 
funciones de las molecLilas. Utilizaremos como ejemplos en este capltulo dos 
grupos de protemas, las globinas y las inmunoglobulinas, cuya funcion principal 
es la union de otras moleculas. 

Para empezar, examinaremos la mioglobina (abreviada como Mb) y su ana- 
logo molecular, la hemoglobina (Hb), miembros de una familia de protemas de- 
nominadas colectivamente globinas. Hemos elegido estos ejemplos por diver - 
sas razones. En primer lugar, las hemoglobinas y las mioglobinas desempenan 
funciones esenciales en uno de los aspectos mas importantes del metabolismo 
animal: la adquisicion y utilization del oxigeno. El mecanismo de generation de 
energia mas eficaz de las celulas animales requiere oxigeno molecular para la 
oxidation de los alimentos. Por lo tanto, las protemas que pueden llevar oxige- 
no a las cehilas y almacenarlo hasta que sea necesario son esenciales para cual- 
quier organismo superior. La mioglobina es la proteina de almacenamiento de 
oxigeno que utilizan practicamente todas las especies animales, mientras que la 
hemoglobina se utiliza para el transporte de oxigeno en todos los vertebrados y 
en algunos invertebrados. Ademas, la hemoglobina desempena una segunda 
funcion, consistente en la elimination de C0 2 de los tejidos. El C0 2 es el pro- 
ducto principal de la oxidation de metabolitos, y debe eliminarse y exhalarse de 
forma continua. Estas funciones se ilustran esquematicamente en la Figura 7.1. 



FIGURA 7.1 

Papel de las globinas en el transporte y almacenamiento del oxigeno. 

Los animales vertebrados utilizan la hemoglobina y la mioglobina para proporcionar 
a sus tejidos un suministro continuo de oxigeno. La hemoglobina transporta el 
oxigeno desde los pulmones o las branquias a los tejidos, en donde parte del mismo 
puede utilizarse directamente para el metabolismo en las mitocondrias. El resto del 
oxigeno puede almacenarse mediante su union a la mioglobina y utilizarse 
posteriormente cuando la demanda de oxigeno sea intensa. El C0 2 liberado por los 
procesos oxidativos en los tejidos se transporta hacia los pulmones o las branquias 
por la hemoglobina, para su expulsion mediante la espiracion. 
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CAPlTUIO 7 



funciOn y evoluciOn de LAS PROTElNAS 

Dado que el aporte de oxigeno y la captacion de C0 2 deben regularse de forma 
cuidadosa para satisfacer las necesidades de los tejidos, estos ejemplos pueden 
ensenarnos mucho acerca de la regulacion de la funcion proteica. Por ultimo, la 
relacion entre la hemoglobina y la mioglobina aporta algunas perspectivas im- 
portantes respecto a la forma en que evoluciona la funcion de las proteinas. 
Probablemente sabemos mas sobre la estructura, la funcion y la evolucion de la 
familia de la globina que sobre cualquier otro grupo de proteinas. 

Mientras que las hemoglobinas y las mioglobinas estan dedicadas funda- 
mentalmente a la union de un unico tipo de molecula (el oxigeno), las inmu- 
noglobulinas (o moleculas de anticuerpo) son estructuras proteicas que pueden 
producirse en multitud de formas para unir muchos tipos diferentes de mo- 
leculas en la respuesta inmunitaria. Nuestras defensas primarias frente a la en- 
fermedad y a la infeccion dependen de la versatilidad de estas proteinas. En el 
Capitulo 11 se presentaran las relaciones estructura-funcion de otro grupo de 
proteinas muy grande e importante que son las enzimas. 



Transporte y almacenamiento de oxigeno: 
funciones de la hemoglobina y la mioglobina 



Todos los animales, excepto los mas 
pequenos, necesitan una proteina, la 
hemoglobina en los vertebrados, 
para transportar el 0 2 desde las 
branquias o los pulmones a los 
tejidos. La mioglobina es la proteina 
de almacenamiento de oxigeno que 
utiliza la mayor parte de los animales 




FIGURA 7.2 



Eritrocitos humanos. Estos globulos rojos 
o eritrocitos, se muestran moviendose en un 
capilar. Cada eritrocito contiene unos 300 
millones de moleculas de hemoglobina. 

© E. Reschke. 



La hemoglobina y la mioglobina son proteinas que han evolucionado para rea- 
lizar las funciones especializadas del transporte y almacenamiento de oxigeno en 
los animales. Cualquier animal que tenga mas de unos milimetros de diametro 
se enfrenta a un grave problema al realizar el metabolismo aerobio (que requiere 
oxigeno). Debe asegurar un aporte constante de oxigeno a sus celulas de todo el 
cuerpo y una eliminacion de los productos de desecho metabolico como el 
dioxido de carbono. Estos gases difundiran a traves de los tejidos, pero el trans- 
porte mediante difusion se hace muy lento si ha de recorrer distancias aprecia- 
bles. Los insectos resuelven el problema mediante traqueas, redes tubulares 
que van desde la superficie del cuerpo hacia dentro de los tejidos. Tienen, de he- 
cho, aumentada su area superficial corporal hasta el punto en el que la difusion 
resulta practicable. Este mecanismo funciona porque los insectos son pequenos. 
(Por otra parte, podriamos decir que los insectos son pequenos porque se basan 
en este mecanismo para la obtencion de oxigeno*.) 

Casi todos los demas animales captan el oxigeno en los pulmones o las 
branquias, y lo bombean en la sangre a traves de las arterias hasta los tejidos 
(vease la Figura 7.1). El dioxido de carbono vuelve a la sangre venosa y se libe- 
ra en los pulmones o las branquias. En algunos organismos primitivos, los ga- 
ses se disuelven simplemente en la sangre, pero este mecanismo es muy poco efi- 
caz, ya que el oxigeno tiene una solubilidad baja. Es preciso bombear una 
cantidad elevada de sangre, con un gran gasto metabolico, para aportar siquie- 
ra una pequena cantidad de oxigeno de esta forma. La evolucion de todos los or- 
ganismos superiores se ha acompanado del desarrollo de proteinas transpor- 
tadoras de oxigeno, que permiten a la sangre transportar una cantidad de 
oxigeno mucho mayor de la que seria posible unicamente por solubilidad. Las 
proteinas transportadoras de oxigeno pueden estar disueltas en la sangre (como 
ocurre en algunos invertebrados) o concentradas en celulas especializadas, 
como los eritrocitos humanos que se muestran en la Figura 7.2. En todos los 



* Esta hipotesis plantea un problema atractivo: jcomo se explica la existencia de las moscas dragon gi- 
gantes del perlodo Carbonlfero que tenlan una envergadura de 60 cm? ^Era entonces (hace alrededor 
de 300 millones de anos) el contenido de oxigeno de la atmosfera mas alto o utilizaban algun otro 
mecanismo para la captacion de oxigeno? Las pruebas actuates sugieren que puede ser correcta la 
primera explication. 
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vertebrados, la protema transportadora de oxigeno es la hemoglobina, una pro- 
tema que puede recoger oxlgeno en los pLilmones o las branquias y repartirlo a 
los tejidos. 

Una vez transportado el oxlgeno a los tejidos, es preciso liberarlo para que 
sea utilizado. Algunos tejidos, como el musculo, necesitan reservas de oxlgeno 
elevadas durante los perlodos en los que las demandas energeticas son altas. Para 
garantizar una gran reserva de oxlgeno, la mayorla de los animales utiliza la 
mioglobina para almacenar oxlgeno. Incluso algunos organismos unicelulares 
(por ejemplo Paramecium) disponen de estas protelnas, probablemente para al- 
macenar oxlgeno para los perlodos de deficit de este. 

La mioglobina y la hemoglobina estan formadas sobre un motivo estructural 
comun, como se muestra en la Figura 7.3. En la mioglobina, una sola cadena po- 
lipeptldica se pliega sobre un grupo prostetico, el hemo, que contiene el lugar de 
union del oxlgeno. La hemoglobina es una protema tetramerica, constituida por 
cuatro cadenas polipeptldicas, cada una de las cuales se parece mucho a la mio- 
globina. Consideremos ahora la siguiente cuestion: jcomo desempenan estas 
estractLiras las funciones similares, aunque distintas, de almacenamiento y 
transporte de oxlgeno? Empezaremos con la protema mas sencilla, la mioglo- 
bina, planteando primero como se une el oxlgeno. 

Mecanismo de union del oxigeno por las hemoproteinas 

Una molecula de almacenamiento o de transporte de oxlgeno debe satisfacer re- 
querimientos estrictos. Cualquier molecula de este tipo debe ser capaz de unir 
0 2 , no permitirle que oxide ninguna otra sustancia (lo que reducirla el 0 2 ), y li- 
berar luego el 0 2 en funcion de la demanda. 2 Como puede realizar esta funcion 
una molecula proteica? La estructura organica de una protema es totalmente 
inadecuada en si misma para la union de oxigeno; sin embargo, determinados 
metales de transition, en sus estados de oxidation mas bajos (en especial, el 
Fe(II) y el Cu(I)) tienen una fuerte tendencia a unir oxlgeno. La evolution de la 
familia de protelnas mioglobina-hemoglobina ha producido una forma en la 
que el Fe(II) puede unirse a las protelnas de tal forma que se cree un lugar de 
union para el 0 2 . 



N-terminal C-terminal 




Comparacion de la mioglobina y la 
hemoglobina. Estos dibujos muestran las 
estructuras de las dos moleculas de union de 
oxigeno tal como senala la cristalograffa de rayos 
X. Cada una de las cuatro cadenas de la 
hemoglobina tiene una estructura plegada similar 
a la de la mioglobina, y cada una incluye un hemo 
(en rojo). La hemoglobina contiene dos cadenas a 
identicas y dos cadenas identicas. Las cadenas a 
y p son muy similares pero pueden diferenciarse en 
su estructura primaria y en su forma de plegado. 
Las letras A-H senalan regiones de helice a. 



FIGURA 73 



C-terminal 



N-terminal 



Mioglobina 



Hemoglobina 



© Irving Geis. 
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CAPlTUIO 7 



funciOn y evoluciOn de IAS PROTElNAS 



LUGAR DE UNION DEL OXIGENO 



La coordinacion del Fe(ll) en una 
porfirina (hemo) dentro de un 
bolsillo de globina hidrofobo, 
permite la union del 0 2 sin que se 
produzca la oxidacion del hierro. 



FIGURA 7.4 

Estructura de las porfirinas. (a) La 

estructura del anillo de porfirina se observa 
claramente en la porfina, que es la mas sencilla 
de las moleculas de porfirina. (b) La 
protoporfirina IX, mas compleja, es la parte 
organica de la molecula de hemo. (c) El hemo, 
que es la protoporfirina IX formando complejo 
con Fe(ll), es el grupo prostetico de la 
hemoglobina y la mioglobina. Debido a la 
deslocalizacion de resonancia de los electrones 
del anillo de porfirina, todos los enlaces a los 
protones en la protoporfirina IX o al atomo de 
hierro en el hemo son equivalentes. 

Adaptado de A. White et al., Principles of Biochemistry, 6. a ed. 
(Nueva York: McGraw-Hill, 1978). © 1978 McGraw-Hill. 



Diversas proteinas que contienen hierro pueden albergar el Fe(II) de varias 
formas posibles. En toda la familia mioglobina-hemoglobina, el hierro esta 
quelado por un sistema de anillo tetrapirrolico denominado protoporfirina 
IX, que forma parte de una amplia clase de compuestos porfirinicos. La es- 
tructura de anillo basica de una porfirina se muestra en la Figura 7.4a y la de la 
protoporfirina IX se presenta en la Figura 7.4b. Encontraremos otras porfirinas 
en la clorofila (CapitLilo 17), las protemas citocromicas (Capitulo 15) y algunos 
pigmentos naturales. Igual que la mayor parte de los compuestos con sistemas 
de anillos conjugados grandes, las porfirinas son intensamente coloreadas. El 
hierro porfirinico de la hemoglobina es el que explica el color rojo de la sangre, 
y el magnesio porfirinico de la clorofila es el responsable del color verde de las 
plantas. 

El complejo formado por la protoporfirina IX con el Fe(II) se denomina 
hemo (Figura 7.4c). Este grupo prostetico esta unido de forma no covalente en 
una hendidura hidrofoba en la molecula de mioglobina o de hemoglobina 
(vease la Figura 7.3). La union del oxigeno al hemo se ilustra en la Figura 7.5, 
que muestra la forma oxigenada de la mioglobina. El hierro ferroso (Fe 2+ ) nor- 
malmente tiene una coordinacion octaedrica, lo ctial significa que debe tener 
seis ligandos, o grupos de union, fijados a el. Como se observa en la Figura 7.5a, 
los atomos de nitrogeno del anillo de porfirina solo incluyen cuatro de estos li- 
gandos. Quedan dos lugares de coordinacion, que se encuentran a lo largo de un 
eje perpendicular al piano del anillo. Tanto en la forma desoxigenada de la 
mioglobina como en la oxigenada, uno de estos lugares de coordinacion que 
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FIGURA 7.5 

Geometria de la coordinacion del hierro 
en la oxihemoglobina. (a) Coordinacion 
octaedrica del atomo de hierro. El hierro y los 
cuatro nitrogenos de la protoporfirina IX se 
encuentran proximos en un piano. Una 
histidina (F8 o His 93) ocupa una de las 
posiciones axiales, y el 0 2 se mantiene en el 
otro lado por otra histidina (E7 o His 64). 

(b) Imagen ampliada del bolsillo del hemo, en 
la que se muestran las cadenas laterales de la 
histidina proximal (F8) y distal (E7). 



quedan, esta ocupado por el nitrogeno del residuo de histidina numero 93. 
Los ocho segmentos helicoidales de las globinas se denominan con las letras A 
a H (como se indica en la Figura 6.1 y en la Figura 7.3) y el residuo 93 esta si- 
tuado en la helice F (Figura 7.5b). En la nomenclatura habitualmente utilizada, 
este residuo se denomina histidina F8. Dado que esta en contacto directo con el 
Fe, tambien se le denomina histidina proximal. En la desoximioglobina, el lu- 
gar de coordinacion restante, en el otro lado del hierro, esta ocupado por una 
molecula de agua. Cuando se une al oxigeno, formando oximioglobina, la mo- 
lecula de 0 2 octipa este higar. En el otro lado del 0 2 unido se enctientra la his- 
tidina distal, numero 64, o E7. Asi pues, la molecula de 0 2 esta emparedada en- 
tre el nitrogeno del anillo de la histidina distal y el atomo de hierro del hemo. 
En cada stibunidad de la hemoglobina se encuentra un modo de union del 
oxigeno casi identico. 

Normalmente, una molecula de oxigeno con un contacto tan estrecho con 
un ion ferroso lo oxidaria al estado ferrico [Fe(III) ] . El grupo hemo solo no pro- 
tege al hierro, ya que el hemo disuelto libre en una solucion es facilmente oxi- 
dado por el 0 2 ; pero en el entorno hidrofobo protegido que proporciona el in- 
terior de la molecula de mioglobina o de hemoglobina, el hierro no se oxida con 
facilidad. El oxigeno esta unido y se produce un reordenamiento electronico 
temporal. Cuando se libera el oxigeno, el hierro permanece en estado ferroso, ca- 
paz de unir otro 0 2 . Cuando la mioglobina o la hemoglobina se almacenan en 
contacto con el aire, fuera del ambiente cehilar, el hierro se oxida lentamente, 
formando lo que se denomina metamioglobina o metahemoglobina. Cuando se 
produce esta oxidacion, el higar de union se inactiva. Las metaproteinas no 
unen 0 2 y el lugar de este lo ocupa una molecula de agua. 
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FIGURA 7.6 

Curva de union del oxi'geno de la 
mioglobina. La concentracion de oxfgeno 
libre se expresa como Po 2 , la presion parcial de 
oxfgeno. La proporcion de lugares de union de 
la mioglobina que estan ocupados se expresa 
mediante una fraccion ( 9 , a la izquierda) o 
como porcentaje de saturacion (a la derecha). 
Cuando la Pq 2 se hace grande, la saturacion se 
aproxima de manera asintotica, como describe 
la ecuacion (7.6). El valor de P 50 / la presion 
parcial de oxfgeno a una saturacion del 50%, se 
indica en el grafico. 



La union de un ligando (como el 0 2 ) 
a un unico lugaren una protefna 
(como la Mb) se describe mediante 
una curva de union hiperbolica. 



funciOn y evoluciOn de las proteinas 

La protection de un metal que une oxigeno frente a la oxidation irreversible es 
la razon fundamental de la existencia de la mioglobina y la hemoglobina. Estas dos 
moleculas proporcionan unos entornos en los que se permite el primer paso de 
una reaction de oxidation (la union del oxigeno) pero se bloquea el paso final 
(oxidation). 

Aunque el bolsillo del hemo esta perfectamente adaptado para contener 
una molecula de 0 2 , tambien aceptara algunas otras moleculas pequenas. La 
mas importante de ellas desde el punto de vista fisiologico, es el monoxido de 
carbono, que tiene aproximadamente el mismo tamano y configuration elec- 
tronica que el 0 2 . Sin embargo, el CO se fija a la mioglobina y a la hemoglobi- 
na con mucha mayor afinidad que el 0 2 , y esta union no es facilmente reversi- 
ble. Esta propiedad explica por que el CO es un gas tan toxico; ocupa los lugares 
de union del oxigeno y bloquea, por tanto, la respiration. 

ANALISIS DE LA UNION DEL OXIGENO POR LA MIOGLOBINA 

La union del oxigeno por la mioglobina debe cumplir determinados requisitos 
fisiologicos. Como muestra la Figura 7.1, la mioglobina en los tejidos, especial- 
mente en el musculo, acepta oxigeno de la hemoglobina de la sangre arterial cir- 
culante, y posteriormente lo cede a los organulos de las celulas que consumen 
oxigeno (las mitocondrias) cuando sus necesidades son suficientemente gran- 
des. Para comprender estas funciones desde un punto de vista cuantitativo, de- 
bemos observar la forma en la que la union de un ligando como el oxigeno de- 
pende de su concentracion en los alrededores. 

En primer lugar, debemos disponer de una forma de medir la concentracion 
de oxigeno disuelto. De acuerdo con la ley de Henry, la concentracion de cual- 
quier gas disuelto en un liquido es proportional a la presion partial de ese gas 
sobre el liquido. Por tanto, podemos regular (y medir) comodamente la con- 
centration de 0 2 disuelto regulando la presion parcial de 0 2 sobre la disolucion 
de mioglobina que se estudia. De hecho, expresaremos la concentracion de oxi- 
geno en forma de su presion parcial: Por 

Para describir o estudiar la union, debemos disponer de una forma de me- 
dir la fraccion de las moleculas de mioglobina que transportan oxigeno. Cuando 
se oxigena la mioglobina, el espectro de absorcion se modifica debido a los 
desplazamientos electronicos en el anillo de porfirina. Este cambio permite la 
determination espectrofotometrica de la fraccion de las moleculas de mio- 
globina que estan oxigenadas. Los resultados de estos analisis, utilizando 
mioglobina en disolucion a pH neutro, se exponen en la Figura 7.6. Una grafi- 
ca de este tipo se denomina curva de union, pues describe la dependencia de la 
fraccion de los lugares de la mioglobina que tienen oxigeno unido a ellos (0) res- 
pecto a la concentracion (presion parcial) de oxigeno libre. 

La curva de union del oxigeno para la mioglobina tiene forma hiperbolica 
que puede explicarse como sigue. Dado que el equilibrio de union se describe 
mediante la reaction 



Mb + O 2 Mb0 2 



tenemos que 

K = [Mb0 ? ] (7.1) 

[Mb][0 2 ] 

donde, la constante de equilibrio K se denomina constante de asociacion o 
constante de afinidad. Las magnitudes indicadas entre corchetes indican con- 
centraciones molares de mioglobina oxigenada [Mb0 2 ], mioglobina sin oxige- 
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nar [Mb], y oxigeno libre [0 2 ]. La fraccion de lugares de la mioglobina ocupa- 
dos se define de la forma siguiente: 



lugares ocupados 
lugares disponibles totales 



(7.2) 



Cada molecula de mioglobina tiene solo un lugar, por lo que el numero total de 
lugares potencialmente disponibles es proporcional a la concentration molar to- 
tal de mioglobina, [Mb0 2 ] + [Mb]. En consecuencia 



[Mb0 2 



K[Mb][0 2 ] 



[Mb] + [Mb0 2 ] [Mb] + K[Mb][O z ] 



(7.3) 



donde hemos utilizado [Mb0 2 ] = IC[Mb] [0 2 ] de la ecuacion (7.1) para obtener 
la expresion de la derecha. La concentracion de mioglobina sin oxigeno unido, 
[Mb], puede tomarse como factor comun en el numerador y el denominador, 
y eliminarse, con lo que se obtiene 



e = 



[ 0 2 ] 



K[ Og] 

1+K[0 2 ] 1/K+[0 2 ] 



La ecuacion (7.4) puede volver a escribirse de la forma 

[Oal 



[0 2 ]l/2 + [0 2 ] 



(7.4) 



(7.5) 



ya que l/K= [0 2 ] 1/2 , la concentracion de oxigeno cuando la mitad de las mo- 
leculas de hemoglobina tienen oxigeno unido a ellas. Se puede comprobar esta 
relacion estableciendo 0 = 'A cn la ecuacion (7.4). Dado que la concentracion de 
oxigeno es proporcional a la presion parcial de oxigeno, la ecuacion (7.5) pue- 
de formularse tambien de la forma siguiente 






(7.6) 



^o 2 



donde P 50 es la presion parcial de oxigeno a la mitad de saturacion. 

Podemos comprobar que la ecuacion (7.6) describe la curva de union hi- 
perbolica que se presenta en la Figura 7.6; 6 comienza en cero a Po 2 = 0 y se 
aproxima a uno cuando Pq 2 se hace muy grande. La P 50 de la mioglobina es 
muy baja (unos 4 mm Hg), lo cual implica que la mioglobina tiene una afini- 
dad elevada por el oxigeno. Esta caracteristica es adecuada para una proteina 
que debe extraer oxigeno de la sangre. A la concentracion de oxigeno que exis- 
te en los capilares (aproximadamente 30 mm Hg), la mioglobina de los tejidos 
adyacentes esta casi saturada. Cuando las celulas estan metabolicamente activas, 
su P Q 2 interna disminuye hasta valores mucho mas bajos. En estas condiciones, 
la mioglobina descargara su oxigeno. 

Asi pries, la molecula de mioglobina no solo debe proporcionar un entorno 
para la union reversible del oxigeno, sino que debe garantizar tambien que la 
constante de afinidad K (° P 50 ) tenga exactamente la magnitud adecuada. 
Podemos obtener una cierta perspectiva de la forma en que se realiza esta fun- 
cion si recordamos que la constante de afinidad es una constante de equilibrio 
y que, por tanto, debe ser el cociente de dos constantes, /q para la reaction de 
union y /c_, para la reaction de liberation. Es decir, 

*1 



1 



(7.7) 
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(a) 




FIGURA 7.7 

Dinamica de la liberacion de oxi'geno por 
la mioglobina. (a) La molecula de 0 2 se 
ha liberado del lugar de union, pero rebota 
alrededor del bolsillo del hemo y puede volver 
a unirse. (b) El 0 2 liberado escapa si las 
fluctuaciones de la estructura de la mioglobina 
abren un camino hacia el exterior. 



Se consigue la eficacia del transporte 
de 0 2 mediante la union cooperativa 
en las proteinas con multiples 
lugares, descrita por una curva de 
union sigmoidea. 



funciOn y evoluciOn de IAS PROTElNAS 

Asi pues, la afinidad del oxigeno podria modularse a nivel molecular median- 
te la regulacion de la union o de la liberacion. Todavia no es mucho lo que sa- 
bemos acerca de la reaccion de union, pero los estudios de cinetica rapida han 
indicado que gran parte de la regulacion se basa en la liberacion del oxlgeno. Las 
simulaciones por ordenador del comportamiento de la oximioglobina sugieren 
que el proceso limitante de la velocidad de liberacion del oxigeno es la apertu- 
ra de un camino para que la molecula de 0 2 escape del bolsillo del hemo. De he- 
cho, el oxigeno puede pasar algun tiempo dando vueltas por su jaula (y tal vez 
ser capturado de nuevo) antes de que se modifique lo suficiente la estructura 
terciaria de la mioglobina para permitirle escapar (Figura 7.7). Este proceso 
es un ejemplo explicito de un principio establecido en el capitulo precedente: 
los movimientos dinamicos internos de las moleculas proteicas globulares de- 
sempenan un papel importante en la regulacion de los procesos en los que in- 
tervienen las proteinas. La clave para determinar la intensidad de la union del 
oxigeno a la mioglobina puede estar en la flexibilidad de la molecula de mio- 
globina. 

Resumiendo, lo que observamos en la mioglobina es una estructura mo- 
lecular complicada que se ha seleccionado a lo largo de la evolucion hasta con- 
seguir exactamente el entorno adecuado para permitir la union y la liberacion 
de oxigeno en las condiciones adecuadas. 



Transporte de oxigeno: hemoglobina 

Todos los animales superiores contienen algun tipo de proteina transportado- 
ra de oxigeno. En los vertebrados y en algunos invertebrados, esta proteina es la 
hemoglobina. Todas las hemoglobinas son proteinas formadas por multiples 
subunidades, a diferencia de las mioglobinas que contienen una unica subuni- 
dad. 2 Cual es el motivo? El estudio de esta cuestion descubre aspectos nuevos de 
la funcion proteica. 

UNION COOPERATIVA Y ALOSTERISMO 

Consideremos las exigencias singulares que se plantean a una proteina trans- 
portadora de oxigeno. Para que resulte util, debe aceptar oxigeno de manera efi- 
caz a la presion parcial que existe en los pulmones o las branquias (aproxima- 
damente 100 mm Hg) y luego ceder una fraccion apreciable del 0 2 a los tejidos, 
a una presion de unos 30 mm Hg. En otras palabras, una proteina transporta- 
dora de oxlgeno ideal deberia estar casi saturada a 100 mm Hg, e insaturada a 
aproximadamente 20-40 mm Hg. De esa forma, cada molecula de proteina 
transportadora podria ceder una parte importante de su carga de oxigeno. Si la 
proteina transportadora tuviera una curva de union hiperbolica como la de la 
mioglobina, este comportamiento seria imposible de alcanzar. Con una curva de 
union de este tipo, la proteina seria poco eficaz, tanto para la captacion como 
para la cesion de oxigeno, como se indica en la Figura 7.8a y b. 

El problema se ha resuelto mediante la evolucion de las proteinas trans- 
portadoras de oxigeno que tienen la curva de union sigmoidea que se muestra 
en la Figura 7.8c. Una curva sigmoidea es muy eficaz, ya que permite una satu- 
racion casi completa de la proteina en los pulmones o las branquias, asi como 
una liberacion maxima en los capilares. Podra entender como es posible una 
curva de este tipo examinando la Figura 7.8d. A presiones de oxlgeno bajas, la 
proteina actua como si estuviera uniendo el oxigeno muy debilmente, pero a 
medida que se une mas oxlgeno, la afinidad por el oxlgeno se hace mayor. Este 
comportamiento implica la existencia de una interaccidn cooperativa entre los lu- 
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FIGURA 7.8 

Curva de union requerida para una proteina transportadora. Estos graficos 
muestran por que una proteina transportadora de oxfgeno, como la hemoglobina, 
debe tener una curva de union sigmoidea. Los graficos (a) y (b) indican lo que 
ocurrirfa si la proteina transportadora tuviera una curva hiperbolica como la de la 
mioglobina, con eficacia en la union (a) o en la descarga (b). Los graficos (c) y (d) 
muestran la curva de union real de la hemoglobina. (a) Si la proteina transportadora 
tuviera una afinidad elevada por el 0 2/ que asegurara una saturation en los 
pulmones, la descarga de O z a la mioglobina en los tejidos seria poco eficaz. (b) Si la 
proteina transportadora tuviera una afinidad por el oxfgeno menor, podria 
descargarlo a la mioglobina, pero entonces no se saturaria en los pulmones. (c) Una 
proteina transportadora que una de manera eficaz en los pulmones y descargue de 
manera eficaz en los tejidos requiere una curva de union sigmoidea. (d) La curva de 
union sigmoidea representa el cambio de la proteina transportadora de un estado de 
union debil a presiones de oxfgeno bajas, a un estado de union fuerte a presiones de 
oxfgeno elevadas. 



gares de union del oxigeno de la molecula proteica. La ocupacion de los pri- 
meros lugares aumenta de algun modo la afinidad de los demas lugares por el 
oxigeno. Tambien podemos expresar esta idea de otra forma equivalente, di- 
ciendo que la perdida de algunos oxigenos de la proteina facilita el que esta pier- 
da mas. Esta idea solo puede ser cierta si se produce algun tipo de comunicacion 
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La cooperatividad de la union 
necesita de la comunicacion entre los 
lugares de union. 



entre los lugares de union. Una proteina con un solo lugar, como la mioglobi- 
na, no puede realizar este tipo de comunicacion, puesto que una determinada 
molecula de mioglobina ignora por completo el estado de las demas. Se trata de 
entidades independientes. 

En cambio, esta comunicacion si es posible entre las subunidades de unas 
proteinas con multiples subunidades. Esta es exactamente la estratagema que ha 
adoptado la evolucion. Practicamente todas las proteinas transportadoras de 
oxigeno son estructuras de multiples subunidades, que presentan una interac- 
cion cooperativa entre sus lugares de union. 

En la linea de la evolucion que ha conducido a los vertebrados, la proteina 
utilizada para el transporte de oxigeno es la hemoglobina*. La hemoglobina ha 
evolucionado a partir de la mioglobina mas primitiva para formar la estructu- 
ra tetramerica que se muestra en la Figura 7.3. Cada una de las subunidades tie- 
ne sus estructuras primaria, secundaria y terciaria, bastante similares a las de la 
mioglobina, pero las cadenas laterales de los aminoacidos en la hemoglobina 
proporcionan, ademas, otras interacciones necesarias (puentes salinos, enlaces 
de hidrogeno e interacciones hidrofobas) para estabilizar una determinada es- 
tructura cuaternaria. 

Dado que la hemoglobina es un tetramero, cada molecula de hemoglobina 
puede unir cuatro oxigenos, uno en cada uno de los cuatro lugares semejantes 
a los de la mioglobina. La diferencia funcional entre la hemoglobina y la mio- 
globina radica en la cooperatividad de union que presentan los lugares de union 
de la hemoglobina. Esta cooperatividad es posible porque el estado de oxige- 
nacion (lleno o vacio) de un lugar puede comunicarse a otro. 

Hemos resaltado que esta cooperatividad es consecuencia de un “cambio” 
conformacional desde un estado de union debil a un estado de union fuerte. 
Este cambio no se ve facilmente cuando se representan las curvas de union 
como se hace en la Figura 7.8c o d, y estas curvas no proporcionan tampoco una 
forma facil de medir el grado de cooperatividad. Un reordenamiento de la 
ecuacion (7.6) permite ver mejor la cooperatividad. Si calculamos la cantidad 
0/(1 — 0), obtenemos 



El coeficiente de Hill es una medida 
de la cooperatividad de la union. 



0 _ P o g 

1 " 0 Esq 

O bien, tomando logaritmos a ambos lados de la ecuacion, 

e 

log - — - = log Pq 2 - log P 50 

I t/ 



( 7 - 8 ) 



( 7 . 9 ) 



La representacion grafica de log [0/(1 — 0)] frente a log Po 2 produce la deno- 
minada representacion de Hill (Figura 7.9). La representacion de Hill para una 
union no cooperativa, segun la ecuacion (7.9), sera una linea recta, con una pen- 
diente = 1. En una representacion de este tipo, el valor de la abscisa (esto es, el 
valor de log P 0l ) que corresponde a log [0/(1 — 0)] = 0, sera igual a log ^50 
Consideremos ahora la representacion de Hill para una proteina de union 
cooperativa como la hemoglobina. Cuando la hemoglobina inicia la union (a 
una P 02 baja), su representacion de Hill tiene una pendiente = 1, y correspon- 
de al estado de union debil ( P 50 grande). A medida que avanza la union, la curva 



* Sin embargo, la hemoglobina no es la unica proteina de union de oxigeno que utilizan los animates. 
La mayor parte de los moluscos y algunos artropodos poseen una proteina bastante diferente, la he- 
mocianina, que contiene cobre. Otros invertebrados utilizan una proteina que contiene hierro y que no 
tiene relacion alguna con la hemoglobina, la hemeritrina. Esta variedad indica que a menudo puede lle- 
garse a la misma funcion a traves de varias vias evolutivas diferentes. 
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se desplaza para aproximarse a otra linea recta paralela que describe el estado de 
union fuerte (P 50 pequena). 

En una representacion de Hill, es evidente la transition entre los estados de 
union, y el comportamiento es inequivocamente diferente en los sistemas coo- 
perativos y sin cooperatividad. Ademas, la representacion de Hill proporciona 
una medida numerica directa del grado de cooperatividad, a partir de su pen- 
diente maxima, n H , que se denomina coeficiente de Hill. Pueden considerarse 
tres casos para una molecula con n lugares de union: 

1. n H = 1: la molecula se une de forma no cooperativa. Esta situation 
puede producirse incluso con una proteina que disponga de multiples 
lugares de union, si estos no se comunican entre si. 

2. 1 < n H < n: esta situation es la habitual en una proteina con una union 
cooperativa, como se representa en la Figura 7.9. El coeficiente de Hill 
debe ser superior a la unidad para que la curva se desplace de la linea de 
union debil a la linea de union fuerte. 

3. n H = n: en esta situation hipotetica, la molecula es totalmente cooperati- 
va. En un caso asi, una molecula ocuparia todos sus lugares antes de que 
ninguna otra hubiera captado oxlgeno, con lo que en un momento dado 
del proceso de union tan solo habria moleculas completamente sin ligar 
y moleculas totalmente ligadas. Si se diera esa situation, la curva de 
union tendria la siguiente forma 

P n 

e= ( 7 . 10 ) 

P 5 0 n + Po 2 n 

y la ecuacion de Hill pasaria a ser 

Q 

log - — - = n log P 02 - n log P 50 (7.1 1) 

1 0 

que corresponde a una linea recta con una pendiente = n. Este caso no se 
observa nunca en la realidad. Asi, por ejemplo, el coeficiente de Hill de la 
hemoglobina (n = 4) es alrededor de 3 en condiciones fisiologicas. 

La union cooperativa del oxigeno por la hemoglobina es un ejemplo de lo 
que se denominan efectos alostericos. En la union alosterica, la captation de un 
ligando por una proteina influye sobre las afinidades de los lugares de union res- 
tantes sin ocupar. Los ligandos pueden ser de la misma clase, como en este 
caso, o pueden ser diferentes. Como se presentara en el Capitulo 11, el aloste- 
rismo es tambien un mecanismo importante de regulation de la actividad de las 
enzimas. En ese caso, el alosterismo permite que un tipo de molecula pequena 
regule la action de una proteina sobre otro tipo de molecula. La capacidad de las 
proteinas con multiples subunidades de permitir una regulation alosterica es 
una de las razones por las que estas proteinas participan tan frecuentemente en 
cadenas de reacciones que deben controlarse minuciosamente. 

MODELOS DEL CAMBIO ALOSTERICO DE LA HEMOGLOBINA 

)Como se producen las transiciones alostericas desde los estados de union 
debil a los estados de union fuerte? Se han elaborado varias teorias para describir 
las transiciones alostericas, que pueden agruparse en tres clases. Aunque pre- 
sentaremos estos modelos para la hemoglobina, pueden aplicarse, en general, 
para cualquier proteina alosterica con multiples subunidades. 

1. Modelos secuenciales: el prototipo de estos modelos es el de Koshland, 
Nemethy y Filmer (Figura 7.10a). El modelo KNF supone que las sub- 




FIGURA 7.9 

Representaciones de Hill de la union del 
oxigeno a la mioglobina y la 
hemoglobina. Los cfrculos indican la P 50 de 
cada proteina y el estado de union. La 
representacion de la mioglobina, que une el 
oxigeno de manera no cooperativa, se indica 
mediante una linea negra continua con una 
pendiente de 1 . La representacion de la 
hemoglobina (en rojo), que une el oxigeno de 
manera cooperativa, muestra el cambio de un 
estado de union debil (P 50 grande) a un estado 
de union fuerte (P 50 pequena) y tiene una 
pendiente maxima (coeficiente de Hill) de 
aproximadamente 3.5. Estos datos 
corresponden a proteinas en condiciones 
cercanas a las fisiologicas. 
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Clave: 



Subunidades Hb, 
estado de union debil 



^ Subunidades Hb, 

[7 estado de union fuerte 




Tetramero Hb, 
estado T 




Tetramero Hb, 
estado R 



• Oxigeno 



Sin oxigeno unido 
• Oxigeno unido 




Q Sin oxigeno unido. 
Casi todas las sub- 
unidades de todas 
las moleculas se 
encuentran en estado 
de union debil. Solo 
unas pocas pueden 
estar en estado 
de union fuerte. 



Q Algo de oxigeno 

unido. Cada union de 
una molecula de 
oxigeno favorece la 
transicion de sub- 
unidades adyacentes 
al estado de union 
fuerte, y promueve su 
union del oxigeno. 



o Mas oxigeno unido. 
Cada vez mas sub- 
unidades proximas 
a los lugares 
ocupados por el 
oxigeno pasan 
al estado de union 
fuerte. 



Q Cerca de la 
saturacion. Casi 
todos los lugares 
estan ocupados, y 
casi todas las 
subunidades se 
encuentran ahora 
en el estado de 
union fuerte. 



(a) ModeloKNF 




los tetrameros se 
encuentran en estado 
T, y solo unos pocos 
en estado R. 

(b) ModeloMWC 




Q Algo de oxigeno unido. 
Hay preferencia para 
la union a las 
moleculas en estado R, 
de forma que el 
equilibrio T R se 
desplaza hacia R. 



Mas oxigeno unido. 

Ya hay mas moleculas 
en estado R. 
Observese que el 
estado T tambien une 
oxigeno, aunque mas 
debilmente. 



Q Cerca de la 
saturacion. Casi 
todas las moleculas 
han pasado al 
estado R. Casi todos 
los lugares estan 
ocupados. 



o 



FIGURA 7.10 

Dos modelos de la transicion cooperativa de la hemoglobina. Ambos modelos pueden explicar la 
union cooperativa por algunas, aunque ciertamente no todas, las protefnas reales, (a) Modelo de Koshland, 

Nemethy y Filmer (KNF). A medida que cada subunidad une un ligando, se fomenta un cambio de 
conformacion en la subunidad adyacente, que pasa a ser entonces de union fuerte. (b) Modelo de Monod, 

Wyman y Changeux (MWC). Toda la molecula tiene dos estados diferentes (tenso (T) y relajado (R)) que estan 
en equilibrio. La union de ligandos desplaza el equilibrio hacia el estado de union fuerte (R). 

unidades pueden cambiar su conformacion terciaria, una cada vez, en res- 
puesta a la union del oxigeno. La cooperatividad se produce porque la 
presencia de algunas subunidades portadoras de oxigeno favorece el es- 
tado de union fuerte de las subunidades adyacentes, cuyos lugares no 
estan ocupados aun. Asi, a medida que avanza la oxigenacion, casi todos 
los lugares pasan a ser de union fuerte. Estos modelos se caracterizan por 
la existencia de moleculas con parte de las subunidades en estado debil y 
la otra parte en estado fuerte. 
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2. Modelos concertados : en el extremo opuesto se encuentra la teoria de 
Monod, Wyman y Changeux (Figura 7.10b). Segun el modelo MWC, 
todo el tetramero de hemoglobina se encuentra en un equilibrio entre dos 
formas. En el estado desoxi (T), todas las subunidades de cada molecu- 
la se encuentran en la conformacion de union debil, y en el estado oxi 
(R), todas se encuentran en la forma de union fuerte. (Los simbolos T y 
R corresponden a“tenso”y“relajado”, cuyo significado se vera en el apar- 
tado siguiente.) Se supone que existe un equilibrio entre estos estados, y 
la oxigenacion parcial desplaza ese equilibrio hacia el estado R. El cambio 
es de tipo concertado, con lo que se excluyen especificamente las mo- 
leculas mixtas con algunas subunidades en un estado de union debil y 
otras en un estado de union fuerte. 

3. Modelos de estados multiples: en los ultimos anos se ha puesto claramen- 
te de manifiesto que ni el modelo KNF ni el modelo MWC pueden ex- 
plicar exactamente el comportamiento alosterico de las proteinas, inclu- 
yendo la hemoglobina. Por consiguiente, se han disenado modelos mas 
complejos. La mayor parte de estos modelos conservan el concepto de 
MWC de un cambio concertado de conformacion, pero consideran mas 
de dos estados para la molecula completa. Veremos que se necesita un 
modelo mas complejo para la hemoglobina. 

CAMBIOS DE LA ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA QUE ACOMPANAN 
A LA UNION DEL OXIGENO 

Para comprender el comportamiento alosterico de la hemoglobina, es necesa- 
rio examinar la proteina con mayor detalle. La hemoglobina de los vertebrados 
superiores esta formada por dos tipos de cadenas, denominadas (X y /3. En la 
Figura 7.11 se comparan sus correspondientes estructuras primarias con las de 
la mioglobina. Como puede observarse, las secuencias a y /3 tienen una seme- 
janza considerable entre si y una cierta semejanza con la secuencia de la mio- 
globina. Los residuos esenciales, como las histidinas proximal y distal (F8 y E7, 
respectivamente), estan conservados, y parece que los que son cruciales para la 
estructura terciaria estan tambien conservados, puesto que las cadenas de he- 
moglobina y mioglobina tienen una estructura terciaria muy similar. La molecu- 
la de hemoglobina contiene dos cadenas de cada tipo, con lo que la molecula 
completa puede denominarse un tetramero a 2 /3 2 ■ Las cadenas estan colocadas 
en una disposition aproximadamente tetraedrica, como se muestra esquemati- 
camente en la Figura 7.3. Cuando la hemoglobina se disuelve en disoluciones de 
urea concentradas, se disocia en dimeros a/3, lo cual sugiere que los contactos 
mas proximos y fuertes son los que existen entre las cadenas a y /3, y no los 
a-a o /3-/3. En otras palabras, la molecula podria considerarse un dimero de di- 
meros a/3. En la Figura 7.3 se muestra tambien que los grupos hemo, con sus lu- 
gares de union de 0 2 , estan todos proximos a la superficie pero no proximos en- 
tre si. Por tanto, no podemos buscar el origen de la union cooperativa en algo 
tan poco sutil como una interaction directa hemo-hemo. 

En la Figura 7.12a y b se presen ta una clave para explicar lo que ocurre 
realmente durante la oxigenacion. En esta figura se presentan dos puntos de vis- 
ta del cambio estructural al pasar del estado desoxigenado a la molecula total- 
mente oxigenada que lleva cuatro oxigenos. Los estudios de difraccion de rayos 
X descubren que lo que ocurre es basicamente un cambio de la estructura cua- 
ternaria, que se acompana de unos cambios mucho menores de la estructura 
terciaria. Un par dimero a/3 rota y se desliza respecto al otro, como se aprecia en 
la Figura 7.12a. Este movimiento hace que las cadenas /3 se aproximen y estre- 
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FIGURA 7.11 

Comparacion de las secuencias de la 
mioglobina y de las cadenas a y P de la 
hemoglobina. Las secuencias alineadas 
corresponden a la mioglobina de la ballena y a 
las dos cadenas de la hemoglobina humana. Se 
han insertado huecos (indicados mediante 
guiones) donde era necesario, para establecer 
la alineacion maxima de las secuencias; los 
numeros de los residuos que se indican a la 
izquierda de las cadenas corresponden a la 
secuencia de la mioglobina. Cuando un residuo 
es crucial para la funcion de estas proteinas se 
indica a la derecha de las cadenas; F8 y E7 son 
las histidinas proximal y distal, respectivamente 
(vease la Figura 7.5). El color marron indica los 
residuos que son comunes a las tres cadenas, y 
el color purpura los residuos que son comunes 
a ambas cadenas de hemoglobina. 
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(b) 



FIGURA 7.12 

Cambio de la estructura cuaternaria de la hemoglobina 
durante la oxigenacion. (a) Se muestra la transicion a lo 
largo de un eje perpendicular al eje binario, con el dfmero cq/^ 
(areas de color azul y rojo oscuro) enfrente del dfmero aji 2 - La 
desoxihemoglobina se muestra en el lado izquierdo, y la 
oxihemoglobina en el derecho. Observese la rotacion de a^p^ con 
respecto a y el desplazamiento de /397 con respecto a a41 y 
a44. La rotacion de aproximadamente 15° se acompana de un 
deslizamiento, puesto que el centra de rotacion no tiene una 
localizacion central, (b) Imagenes de la hemoglobina desde arriba, 





Oxihemoglobina 



mirando hacia abajo del eje binario (punto en el centra). Las dos 
subunidades p estan en primer piano; las subunidades a se 
encuentran en un segundo piano. Observese que en la 
desoxihemoglobina la cavidad central es amplia, y que el residuo 
97 de una cadena p se encuentra entre los residuos 41 y 44 de la 
cadena a adyacente. El cambio del estado desoxi al estado oxi es 
evidente por la reduccion de tamano de la cavidad central y el 
desplazamiento del contacto del residuo /397 con la cadena a. 

© Irving Geis. 
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cha una cavidad central de la molecula, como puede verse en la Figura 7.12b. As! 
pues, en una primera aproximacion, podemos considerar la molecula de 
hemoglobina como poseedora de dos estados de estructura cuaternaria, uno 
caracteristico de la forma desoxi y el otro favorecido por la forma oxi. La es- 
tructura oxi es la que tiene mayor afmidad por el 0 2 , y el paso a este estado es 
lo que explica la cooperatividad de la union. 

Podemos interpretar ahora la representation de Hill de la Figura 7.9 en ter- 
minos de un cambio alosterico de este tipo entre dos conformaciones molecula- 
res. Las moleculas de hemoglobina completamente desoxigenadas se encuentran 
en la conformacion desoxi, por lo que cuando se anade oxigeno a una disolucion 
de moleculas de este tipo, la union se produce inicialmente siguiendo la linea co- 
rrespondiente al estado de union debil. Sin embargo, la oxigenacion parcial fa- 
vorece la transition al estado oxi de union fuerte. Con la union del oxigeno, 
cada vez son mas los lugares de union restantes de las moleculas de hemoglobi- 
na que tienen esta conformacion. En consecuencia, la curva de union se traslada 
a la que corresponde al estado de union fuerte. Cuando se ocupan los ultimos lu- 
gares, todas las moleculas han adoptado la forma de union fuerte. Sin embargo, 
esto deja sin contestar muchas cuestiones importantes. 2 Que desencadena el 
cambio? 2 Son suficientes los modelos KNF o MWC para explicar los resultados? 

UN EXAMEN MAS DETALLADO DEL CAMBIO ALOSTERICO 
DE LA HEMOGLOBINA 

Dado que la difr action de rayos X ha hecho posible determinar los detalles 
de los estados desoxi y oxi de la hemoglobina, es posible ya formular una des- 
cription bastante completa del cambio global y especular con respecto a su 
mecanismo. 

La transition desde la conformacion desoxi a la conformacion oxi comporta 
alteraciones importantes de las caracteristicas de la interaction subunidad-su- 
bunidad. Puede obtenerse algun conocimiento de este proceso mediante un ana- 
lisis mas detenido de la Figura 7.12b. Observese la region situada en el extremo in- 
ferior izquierdo, donde la subunidad /3 2 interacciona con la cadena oq. En la 
forma desoxi, el C-terminal de fi 2 (residuo 146) se encuentra sobre la helice C de 
(X | (residuos 36-42) y se mantiene en esta position mediante una red de enlaces 
de hidrogeno y puentes salinos. La His 97 de la esquina FG de la /J 2 es empujada 
contra la esquina CD de la oq entre Thr 41 y Pro 44. En la forma oxi, la rotation 
y deslizamiento de las subunidades han empujado los C-terminales de las cade- 
nas /3 apartandolos de los contactos a (Figura 7.12b). Los puentes salinos y los en- 
laces de hidrogeno que sostienen el C-terminal se han roto, y la His 97 de la /3 2 se 
encuentra ahora entre Thr 38 y Thr 41 de oq. Dada la simetria de la estructura, 
se producen una serie de cambios exactamente equivalentes en la interfase OC 2 P\- 
Es como si la molecula hubiera “saltado” a un nuevo conjunto de interacciones. 
En el proceso se han roto varias interacciones fuertes (en concrete las que afec- 
tan a los C-terminales). En terminos del modelo MWC, esta conformacion mas 
laxa se denomina relajada (R). El precio energetico de este cambio se paga me- 
diante la union del 0 2 a la molecula. Una vez que ha salido el 0 2 , la molecula 
vuelve de manera natural a su conformacion desoxi de menor energia. Esta con- 
formacion mas ajustada es, en la nomenclatura MWC, el estado tenso (T). 

2 De que forma se comunica exactamente la energia de la union del 0 2 para 
producir este cambio molecular? De nuevo, los detalles son complicados, aunque 
puede obtenerse una ligera idea del mismo examinando la Figura 7.13, que mues- 
tra la relation de la His F8 y de la Val adyacente (FG5) con el hemo de la deso- 
xihemoglobina. La figura incluye un hecho importante que no se ha mencionado 
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Las hemoglobinas de los vertebrados 
son tetrameros (cc2J3 2 ) formados por 
dos tipos de cadenas similares a la 
mioglobina. 



La oxigenacion hace que se 
modifique la estructura cuaternaria 
de la hemoglobina: una pareja a/3 
rota y se desliza con respecto a la 
otra. 



La forma oxi de la hemoglobina tiene 
una mayor afinidad por el 0 2/ lo cual 
explica la cooperatividad de la union. 



252 



CAPlTUIO 7 



funciOn y evoluciOn de IAS PROTElNAS 




(a) Desoxihemoglobina (estado T) 

FIGURA 7.13 

Mecanismo de la transicion T ► R en 

la hemoglobina. La union del oxigeno a la 
desoxihemoglobina produce cambios de 
conformacion en el hemo. (a) En el estado 
desoxi, el hemo tiene una forma de cupula, que 
se ha exagerado en esta figura. (b) La union 
del ligando 0 2 tira del hierro hacia el piano del 
hemo, aplanando el hemo y produciendo 
tension, (c) Un cambio de la orientacion de la 
His F8 alivia la tension, debido en parte a que la 
Val FC5 es empujada hacia la derecha. De esta 
forma, el cambio terciario del hemo se 
comunica a la esquina FG. 





antes: no solo se encuentra el atomo de hierro de la conformacion desoxi un 
poco por encima del piano del hemo, sino que el propio hemo no es del todo pia- 
no, sino que esta distorsionado y adopta una forma de cupula. Ademas, tanto en 
la desoximioglobina como en la desoxihemoglobina, el eje de His F8 no es exac- 
tamente perpendicular al hemo sino que presenta una inclinacion de unos 8°. 
Cuando el oxigeno se une al otro lado, tira del atomo de hierro una corta distan- 
cia hacia abajo dentro del hemo y aplana este (Figura 7.13b y c). Este cambio no 
puede producirse sin un reordenamiento molecular, puesto que un movimiento 
de este tipo acercaria demasiado al hemo el hidrogeno £ de His F8 y la cadena la- 
teral de Val FG5. Lo que sucede es que la histidina cambia su orientacion hacia la 
perpendicLtlar, desplazando con ello la helice F y la esquina FG. A su vez, este mo- 
vimiento distorsiona y debilita todo el complejo de enlaces de H y puentes salinos 
que conectan las esquinas FG de una subunidad con las helices C de otra. Por con- 
siguiente, se produce el reordenamiento que se muestra en la Figura 7.12. 

Expresado en terminos mas simples, lo que ha ocurrido es que la union del 
0 2 , al tirar del hierro una fraccion de nanometro dentro del hemo, ha produ- 
cido mediante un efecto de palanca un desplazamiento mucho mayor de la es- 
tructura circundante, y en particular en las interfases cruciales cx-[3. 

En 1970, M. F. Perutz, uno de los pioneros de los estudios de difraccion de ra- 
yos X de las proteinas, propuso este mecanismo para explicar la cooperatividad 
de la union del oxigeno. Pero, ^corresponde con la realidad? Recientemente se 
han realizado experimentos ingeniosos que senalan que al menos es un plantea- 
miento razonable. Barrick et al. (vease la Bibliografia) han utilizado la tecnica 
de mutagenesis de lugar dirigida para sustituir los residuos de histidina proxi- 
males de las cadenas a y /3 por glicinas. A continuacion, se estudio la proteina en 
presencia de imidazol 10 mM, de forma que la pequena molecula de imidazol 
puede reemplazar al residuo de histidina pero no esta ligado a la helice F (vease la 
Figura 7.14). Como consecuencia, aunque la union del oxigeno puede todavia 
aplastar al hemo, no desplaza a la helice F. Lo que se observa es que, en gran me- 
dida, se pierde la cooperatividad de la union, como predice el modelo de Perutz. 

Los cambios descritos en el modelo de Perutz son un reordenamiento de la 
estructura terciaria de cada subunidad tras la union del oxigeno. Tambien sa- 
bemos que se produce un reordenamiento importante de la estructura cuater- 
naria entre los estados desoxi lleno y oxi lleno (T y R) del tetramero completo. 
2 Como se conectan los cambios estructurales terciarios y cuaternarios? Gran 
parte de la respuesta la ha proporcionado la investigacion realizada en el labo- 
ratorio de Gary Ackers y se resume en la Figura 7.15. Los cambios de la estruc- 
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tura terciaria que acompanan a la union del oxigeno pueden tolerarse hasta un 
punto determinado antes de que se produzca el cambio T — *■ R. Concreta- 
mente, siempre que esta ocupado un lugar en cada uno de los dos dimeros a/3, 
la molecula en su conjunto adopta la estructura cuaternaria R. Asi pues, la he- 
moglobina no sigue completamente el modelo KNF ni el modelo MWC, sino 
una ruta novedosa que contiene caracteristicas de ambos modelos. Este mode- 
lo mas reciente no implica que los modelos anteriores sean en general inco- 
rrectos. Como veremos mas adelante, existen proteinas alostericas que parecen 
seguir de manera casi exacta el modelo MWC. 

Efectos de otros ligandos sobre el comportamiento 
alosterico de la hemoglobina 

La union cooperativa y el transporte de oxigeno son tan solo una parte del 
comportamiento alosterico de la hemoglobina. Las realidades de la fisiologia 
animal imponen otras exigencias. En primer lugar, cuando el oxigeno se utili- 
za en los tejidos, se produce dioxido de carbono, que debe transportarse de 
vuelta a los pulmones o las branquias. La acumulacion de C0 2 reduce tambien 
el pH en los eritrocitos mediante la reaccion del bicarbonato, 

CO z + H 2 0 HCO 3 - + H + 

Esta reaccion de los eritrocitos la cataliza la enzima anhidrasa carbonica. A1 
mismo tiempo, la demanda de oxigeno elevada, especialmente en el musculo 
que esta realizando una actividad energica, puede dar lugar a un deficit de oxi- 
geno. Como se indicara en el Capitulo 13, una consecuencia de este deficit es la 
produccion de acido lactico, el cual reduce tambien el pH. La disminucion del 




FIGURA 7.15 

Modelo reciente de la transicion cooperativa de la hemoglobina. Este 
modelo, basado en estudios recientes, es mas general que el de KNF o el de MWC 
(vease la Figura 7.10) e incluye caracteristicas de ambos. Las subunidades se indican 
aqui con los dimeros cq/?! a la izquierda, y los a la derecha. Las subunidades 
desoxigenadas tienen esquinas cuadradas, y las subunidades oxigenadas tienen 
esquinas curvas. A medida que progresa la oxigenacion, se acumula la tension 
terciaria. Siempre que los dos dimeros aj3 contengan una o mas subunidades oxi, se 

produce la transicion T *- R. Asi pues, las formas en el area verde son todas T, 

mientras que las del area amarilla son todas R. No se presentan todas las formas. 
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Helice F 




(a) 



Helice F Helice F 




FIGURA 7.14 

Efecto de la sustitucion de la histidina 
proximal de la hemoglobina por un 
residuo de glicina y la adicion de un 
imidazol unido de forma no covalente. 

(a) Efecto de la union del 0 2 de acuerdo con el 
modelo de Perutz: la helice F esta dibujada 
hacia el hemo. (b) Ahora con la carencia de 
una conexion con el hemo, la helice F no se 
altera por la union del 0 2 y no hay 
cooperatividad. 

Adaptado de D. Barrick et al., Nature Struct. Biol. (1997) 
4:78-83. © 1997 Macmillan Magazines, Ltd. 



Adaptado de G. K. Ackers et al.. Science (1 992) 255:54-63. © 1 992 American Association for the Advancement of 
Science. 
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CAPlTUIO 7 



Un pH mas bajo en los tejidos, 
indicativo de una demanda de 0 2 , 
facilita la descarga del 0 2 . Esta 
respuesta es el efecto Bohr. 
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FICURA 7.16 

Efecto Bohr en la hemoglobina. Se 

muestran las curvas de union del oxfgeno para 
la hemoglobina (Hb) a pH 7.6, 7.2 y 6.8. 
Observese que la eficacia de la descarga del 
oxfgeno, medida por las diferencias en las 
curvas a P 0l = 30 mm Hg, aumenta en gran 
manera a medida que cae el pH. Cuando la 
sangre va de los pulmones a los tejidos, el pH 
inferior hace que se desplace la union del 
oxfgeno a las curvas de menor afinidad. La 
mioglobina (Mb) muestra poco efecto Bohr, 
por lo que su curva de union de oxfgeno es 
aproximadamente la misma a los tres valores 
de pH. 



funciOn y evoluciOn de las proteinas 

pH en los tejidos y en la sangre venosa senala la exigencia de un mayor aporte 
de oxigeno. 

La hemoglobina funciona de manera eficaz para satisfacer estas necesidades, 
utilizando para ello su transition alosterica entre estados de afinidad alta y de 
afinidad baja estructuralmente diferentes. El dioxido de carbono, los protones y 
otras sustancias que fomentan estos cambios se denominan efectores alostericos. 

RESPUESTA A LOS CAMBIOS DE pH: EFECTO BOHR 

Una caida del pH en los capilares tiene como consecuencia la reduccion de la 
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, lo cual permite una liberacion aun 
mas eficaz de las ultimas trazas de oxigeno. Esta respuesta de la hemoglobina al 
cambio de pH se denomina efecto Bohr. La reaccion completa puede escribir- 
se de la forma siguiente 

Hb • 40 2 + nH + Hb • nH+ + 40 a 

en donde n tiene un valor algo superior a 2. Esta reaccion tiene dos conse- 
cuencias fisiologicas. En primer lugar, en los capilares, los iones hidrogeno 
activan la liberacion del 0 2 al llevar la reaccion hacia la derecha. Posteriormente, 
cuando la sangre venosa vuelve a circular hacia los pulmones o las branquias, la 
oxigenacion tiene como efecto la liberacion de H + mediante un desplazamien- 
to del equilibrio hacia la izquierda. Esto tiende, a su vez, a liberar C0 2 del 
bicarbonato disuelto en la sangre mediante la inversion de la reaccion del bi- 
carbonate. El C0 2 fibre puede espirarse ya. 

El mecanismo del efecto Bohr puede explicarse mediante el modelo que se 
ha utilizado para explicar la union cooperativa del 0 2 . Determinados lugares de 
union de los protones de la hemoglobina tienen una afinidad mas alta en la for- 
ma desoxi que en la forma oxi. Una contribution importante es la que procede 
del residuo histidina 146 que se encuentra en el C-terminal de cada cadena /3. 
En la forma desoxi, este residuo puede formar un puente salino con Asp 94 de 
la misma cadena, si la histidina esta protonada. Este residuo de histidina tiene un 
p K a anormalmente alto, ya que el puente salino estabiliza el proton frente a la 
disociacion. Pero en la forma oxi, este puente salino sencillamente no puede for- 
marse, por lo que el p K a disminuye hasta su valor normal de aproximadamen- 
te 6.5. Por consiguiente, al pH de la sangre (—7.4) la His 146 esta en gran parte 
desprotonada en la oxihemoglobina, y una concentration elevada de protones, 
que favorece la protonacion, tambien favorece la forma desoxi y activa por tan- 
to la liberacion de oxigeno. 

Tambien participan otros residuos en el efecto Bohr, incluyendo los grupos 
amino N-terminal de las cadenas (X. El mecanismo basico es el mismo que para 
la His 146, a saber, los protones asociados con los residuos son efectores alos- 
tericos que favorecen la conformation desoxi. En la Figura 7.16 se presenta el 
efecto de la reduccion del pH sobre la afinidad de la hemoglobina por el oxi- 
geno. Observese que una disminucion del pH de tan solo 0.8 unidades despla- 
za la P 50 desde menos de 20 mm Hg a mas de 40 mm Hg, aumentando en 
gran manera la cantidad de oxigeno descargada a la mioglobina. 

TRANSPORTE DEL DIOXIDO DE CARBONO 

La liberacion del dioxido de carbono por parte de los tejidos que respiran reduce 
la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno de dos formas. En primer lugar, 
como se ha mencionado antes, parte del dioxido de carbono se convierte en bi- 
carbonato, liberando protones que contribuyen al efecto Bohr. Parte de este 
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bicarbonato se transporta fuera de los eritrocitos y se lleva disuelto en el suero 
sanguineo. Una parte reacciona directamente con la hemoglobina, uniendose a 
los grupos amino N-terminales de las cadenas para formar carbamatos: 



H 

+ __ I 

— NH 3 + HCOg- — N — COO- + H++ H 2 0 



Esta reaction de carbamacion permite a la hemoglobina facilitar el transporte del 
C0 2 desde los tejidos a los pulmones o las branquias. Tiene, ademas, otros dos 
efectos. En primer lugar, los protones liberados por la union del HC0 3 ~ con- 
tribuyen al efecto Bohr. En segundo lugar, se introduce un grupo con carga 
negativa en el N-terminal de las cadenas, que estabiliza la formacion de puen- 
tes salinos entre las cadenas a y /3, que es caracteristico del estado desoxi. Tanto 
este ultimo efecto como el pH menor activan la liberation de oxigeno cuando 
es abundante el C0 2 . La reaction en sentido contrario, que se produce en los 
pulmones y las branquias, es igualmente importante. En este caso, la concen- 
tration elevada de 0 2 favorece la oxigenacion y, por tanto, la forma oxi de la 
molecula. Cuando se produce este cambio, se reduce la estabilizacion de los 
N-terminales carbamados, y se expulsa y espira el C0 2 . 

Podemos resumir los efectos del H + y del C0 2 mediante el ciclo respirato- 
rio que se muestra en la Figura 7.1. En los pulmones o las branquias de un ani- 
mal, es abundante el 0 2 . La oxigenacion favorece la conformation oxi de la 
hemoglobina, que estimula la liberacion de C0 2 . Cuando la sangre se desplaza 
por las arterias hacia los capilares de los tejidos, el pH menor y el contenido ele- 
vado de C0 2 favorecen la forma desoxi, con lo que se facilita la liberacion de 0 2 
y la union de C0 2 . El dioxido de carbono, tanto al formar bicarbonato como al 
reaccionar con la hemoglobina, produce la liberacion de mas protones, con lo 
que estimula en mayor medida la liberacion de 0 2 y la union de C0 2 . 

En la hiperventilacion se observa una consecuencia de la falta de estimula- 
cion por el C0 2 de la liberacion de 0 2 . Si una persona respira con demasiada ra- 
pidez, el C0 2 se elimina de manera eficaz desde los tejidos, y por consiguiente 
se ve dificultada la liberacion de oxigeno hacia los mismos. Esta situation pro- 
duce mareo y, en casos extremos, la perdida del conocimiento. La hiperventila- 
cion puede corregirse facilmente respirando dentro de una bolsa de papel, lo 
cual hace que el C0 2 espirado vuelva de nuevo a la sangre. 

BISFOSFOGLICERATO 

El H + y el C0 2 son los efectores que actuan rapidamente para facilitar el inter - 
cambio de 0 2 y C0 2 en el ciclo respiratorio. Otro efector importante actua en 
periodos de tiempo mas largos para permitir a los organismos, como el ser 
humano, adaptarse a los cambios graduates de la disponibilidad de oxigeno. Es 
frecuente observar que las personas que se desplazan a zonas de gran altitud 
experimentan inicialmente cierta angustia, pero luego se aclimatan de manera 
gradual a la menor presion de oxigeno. Esta aclimatacion se produce, en parte, 
mediante un aumento de la sintesis de hemoglobina, pero otro de sus efectos 
se debe a los cambios de la cantidad de un efector alosterico denominado 
2,3-bisfosfoglicerato (BPG) o glicerato-2,3-bisfosfato (Figura 7.17a). Al bisfos- 
foglicerato se le denominaba anteriormente difosfoglicerato (DPG), por lo que 
encontrara algunas veces esta denomination antigua en la literatura. 

Al igual que los efectos producidos por el H + y el C0 2 , la union del BPG ac- 
tua reduciendo la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. A primera vista 
puede parecer una forma bastante extrana de adaptarse a una presion de 0 2 mas 



La hemoglobina transporta tambien 
C0 2 desde los tejidos a las branquias 
o los pulmones. El C0 2 actua como 
efector alosterico de la union del 0 2 . 
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(b) Inositol hexafosfato 



FIGURA 7.17 

Dos compuestos anionicos que se unen 
a la desoxihemoglobina. 

(a) 2,3-bisfosfoglicerato (BPG), que se 
encuentra en los mamfferos. (b) Inositol 
hexafosfato (IHP), que se encuentra en las aves. 
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El bisfosfoglicerato (BPG) es un 
efector alosterico de la hemoglobina 
que regula los cambios a largo plazo 
de la afinidad por el 0 2 . 



FIGURA 7.18 

Union del 2,3-bisfosfoglicerato a la 
desoxihemoglobina. El lugar de union, en 
la cavidad central del tetramero de 
hemoglobina (vease la Figura 7.12b), esta 
recubierto con ocho grupos de carga positiva 
gue facilitan la union de la molecula de BPG de 
carga negativa. Observese que los residuos de 
histidina (/3143) estan sustituidos por serina en 
la hemoglobina fetal. 

© Irving Geis. 



baja, pero de hecho, la descarga mas eficaz del oxigeno en los tejidos compen- 
sa de manera sobrada la ligera reduccion de la eficacia de carga en los pulmo- 
nes. La accion del BPG se presenta en la Figura 7.18. El BPG se une en la cavi- 
dad existente entre las cadenas /3, y establece interacciones electrostaticas con los 
grupos de carga positiva que circundan esta abertura. En la Figura 7.12b se 
muestra una comparacion de las dos conformaciones de la hemoglobina, y en 
ella se observa que esta abertura es mucho mas estrecha en la oxihemoglobina 
que en la desoxihemoglobina. De hecho, el BPG no puede acomodarse en la for- 
ma oxi. Cuanto mayor es el contenido de BPG de los eritrocitos, mas estable es 
la estructura desoxi. De nuevo, una disminucion de la afinidad por el 0 2 se 
explica por la estabilizacion de la estructura desoxi. Tambien se observan 
aumentos de las concentraciones de BPG en la sangre de los fumadores, ya que 
estos, como consecuencia del monoxido de carbono existente en el humo, su- 
fren tambien una limitacion del aporte de oxigeno. 

El BPG desempena otro papel sutil, pero importante, en la respiracion del ser 
humano y de otros mamiferos. Consideremos el problema con el que se enffenta 
el feto, que debe obtener oxigeno de la sangre de la madre mediante el inter - 
cambio a traves de la placenta. Para que este intercambio funcione bien, la san- 
gre fetal debe tener una afinidad por el 0 2 superior a la de la sangre de la ma- 
dre. En realidad, el feto humano tiene una hemoglobina diferente de la del 
adulto. Mientras que la hemoglobina del adulto (HbA) tiene dos cadenas (X y 
dos cadenas /3 (a 2 /3 2 ), en el feto, las cadenas /3 estan sustituidas por unos poli- 
peptidos similares, pero que presentan claras diferencias. Estos polipeptidos se 
denominan cadenas y, por lo que la estructura de la hemoglobina fetal (HbF) es 
a 2 y 2 . La afinidad intrinseca de la HbF por el oxigeno es muy similar a la de la 
HbA, pero la HbF tiene una afinidad por el BPG muy inferior a la que posee la 
HbA. Esta diferencia se debe en gran parte a la sustitucion de la His 143 de la ca- 
dena /3 del adulto por una serina en la cadena y fetal. Como se muestra en la 
Figura 7.18, la His 143 con carga positiva facilita la union de la molecula de BPG 
negativa. La concentration de esta molecula pequena y difusible es aproxima- 
damente la misma en los sistemas circulatorios de la madre y del feto. En estas 
condiciones, la HbF tendra menos BPG unido que la HbA, y por tanto la HbF 
tendra una afinidad por el oxigeno superior. 
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El empleo de efectores que facilitan la liberation del oxigeno no se limita a 
los mamiferos. La sangre de los pajaros contiene inositol hexafosfato (vease la 
Figura 7.17b), y los peces utilizan ATP con una finalidad similar. Todas estas mo- 
leculas tienen una carga negativa fuerte y se unen en la hendidura central de la 
desoxihemoglobina. Todos estos efectores alostericos, como H + , C0 2 , y BPG, ac- 
tuan de la misma forma general, es decir, inclinando el equilibrio conforma- 
tional de la hemoglobina hacia la forma desoxi. Sin embargo, interaccionan en 
lugares claramente distintos, y por tanto sus efectos pueden ser aditivos, como 
se ilustra en la Figura 7.19, para el C0 2 y el BPG. 

La mioglobina y la hemoglobina constituyen maquinarias moleculares so- 
fisticadas, cada una de ellas finamente ajustada a su funcion. En el apartado si- 
guiente exploraremos como podrian haber evolucionado estas estructuras. 



Evolution proteica: los ejemplos de la mioglobina 
y la hemoglobina 

Hemos resaltado que para cada cadena polipeptidica que un organismo pro- 
duce, existe un gen correspondiente. La secuencia de nucleotidos de ese gen 
dicta la secuencia de aminoacidos de la proteina, la cual define a su vez las es- 
tructuras secundaria, terciaria y cLiaternaria de la proteina. La evolution de las 
proteinas se produce mediante la acurmilacion de cambios en las secuencias de 
micleotidos de los genes. Para explorar este proceso utilizaremos como ejemplo 
el desarrollo evolutivo de la familia de proteinas mioglobina-hemoglobina. Sin 
embargo, en primer lugar, debemos examinar con algo mas de detalle la 
estructura de los genes eucariotas y los mecanismos mediante los que puede 
producirse una mutation. 

ESTRUCTURA DE LOS GENES EUCARIOTAS: EXONES E INTRONES 

En capitulos anteriores hemos dado a entender que existe una correspondencia 
directa entre la secuencia de nucleotidos de un gen y (a traves del mRNA) la se- 
cuencia de aminoacidos de la cadena polipeptidica que codifica. Para la mayor 
parte de los genes de los organismos procariotas, este concepto es cierto; pero el 
estudio de los genomas de los organismos superiores ha producido un restilta- 
do sorprendente: dentro de la mayoria de los genes eucariotas existen secuencias 
de DNA que no se expresan nunca en la cadena polipeptidica. Estas regiones no 
codificantes, denominadas intrones, se alternan con regiones denominadas 
exones, que si se expresan en la secuencia polipeptidica. La Figura 7.20 muestra 
la forma en que la estructura exon-intron del gen de la j5 globina esta relacio- 
nada con la estructura de la /3 globina. Tan solo las partes del gen coloreadas 
corresponden a porciones de la cadena polipeptidica. 

Evidentemente, esta situation da a entender que la production de mRNA en 
los eucariotas debe ser un proceso mucho mas complejo de lo que inicialmen- 
te se habia supuesto. Como indica la Figura 7.20, lo que realmente ocurre es que 
la transcription produce inicialmente un transcrito primario, o pre-mRNA, 
que corresponde a todo el gen (exones, intrones y porciones de las regiones flan- 
queantes). El pre-mRNA, cuando todavia se encuentra en el nucleo de la celu- 
la, se corta y empalma para eliminar las regiones que corresponden a los intro- 
nes, con lo que se produce un mRNA que codifica correctamente la cadena 
polipeptidica. Describiremos los detalles de este proceso en el Capitulo 28. Por 
el momento, tengamos presente que la mayor parte de los genes eucariotas son 
estructuras “parcheadas” que contienen regiones amplias que no corresponden 
a ninguna parte de la secuencia proteica. 




FIGURA 7.19 

Efectos combinados del C0 2 y del BPG 
sobre la union del oxi'geno por la 
hemoglobina. La hemoglobina desprovista 
de C0 2 y de BPG tiene una afinidad elevada 
por el oxfgeno. Cuando se anaden ambas 
sustancias a la hemoglobina a las 
concentraciones que se dan en la sangre que 
sale de los capilares, la hemoglobina presenta 
casi exactamente la misma curva de union que 
se observa para la sangre total. 

|. V. Kilmartin, fir. Med. Bull. (1976) 32:209-212. 
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FIGURA 7.20 

Regiones codificantes y no codificantes 
del gen de la hemoglobina p. El gen de la 

cadena p de la hemoglobina posee regiones 
codificantes, o exones, alternadas con regiones 
no codificantes, o intrones. En esta figura se 
muestra el proceso de transcripcion y 
traduccion del gen para producir la cadena p 
de hemoglobina final. Paso 1, transcripcion: 
se produce un transcrito primario (pre-mRNA) 
que contiene copias complementarias de los 
exones y los intrones, a partir del gen. Paso 2, 
corte y empalme: se eliminan las secuencias 
intronicas y los exones se empalman juntos 
para producir el mRNA final. Paso 3, 
traduccion: las regiones codificantes del 
mRNA unidas producen una cadena p, que 
adopta su estructura tridimensional favorecida e 
incorpora un grupo hemo. Observese que toda 
la region de union del hemo (dominio 2) esta 
codificada por un exon, al igual que la region 
C-terminal (dominio 3), que tanta importancia 
tiene para la interaccion alosterica. 



DNA 



Pre-mRNA 



mRNA 



5' 



Exon 1 


Intron 


Exon 2 


Intron 


Exon 3 



I 



Paso 1: Transcripcion 

I 



Intrones 



d 



Paso 2: Procesamiento (corte y empalme) 
2 I 3 I 1 3' 



I 



Paso 3: Traduccion del RNA a proteina, 
y plegado 




COOH 



Dominio 1 



Dominio 3 



Dominio 2 



Los genes eucariotas son discontinuos 
y contienen tanto regiones que se 
expresan (exones) como regiones que 
no se expresan en forma de 
secuencias proteicas (intrones). 



MECANISMOS DE MUTACION PROTEICA 

Cuando los organismos se reproducen, copian su DNA, y algunas veces se 
cometen errores. Estos errores pueden ser de tipo aleatorio, que tienen lugar du- 
rante el copiado, o pueden ser el resultado de un dano sufrido por el DNA como 
consecuencia de la radiacion o de productos qulmicos mutagenos, es decir, 
sustancias que producen mutaciones (Tabla 7.1). En cualquier caso, estas alte- 



tabla 7.1 Algunos agentes mutagenos 



Sustancia Formula 



Benzojajpireno 




Origen 



Humo 



Efectos 



Se intercala en el DNA, causa desplazamientos 
de marco; tambien se metaboliza 
a un producto que se une a residuos, 
lo cual da lugar a sustituciones de bases. 



Acido nitroso HO — N = 0 



Dimetilnitrosamina H„C V 

\-N = 0 
/ 

h 3 c 



Algunos alimentos preparados Desamina C a U, conduce a sentidos equivocados 

Algunos alimentos preparados Agente metilante, modifica las bases, produce 

sentidos equivocados (vease el Capitulo 25) 



Aflatoxina 



O 0 Frutos secos o semillas 




Agente metilante, modifica la guanina, causa 
sentidos equivocados 



Luz ultravioleta 



Luz solar 



Forma dimeros de pirimidina 
(vease el Capitulo 25) 
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raciones se manifiestan en forma de mutaciones en el DNA de la siguiente ge- 
neration y las posteriores. Existen dos tipos basicos de cambios de la secuencia 
del DNA que pueden dar lugar a mutaciones en las proteinas: sustituciones de 
unas bases del DNA por otras y eliminaciones o inserciones de bases en el gen. 

Sustitucion de bases del DNA 

La sustitucion de bases puede tener varias consecuencias. En primer lugar, el 
cambio de base puede no afectar en absolute a la secuencia de la proteina. El 
cambio puede producirse, por ejemplo, en un intron; pero aunque afecte a una 
region codificante de la proteina (exon), la sustitucion no producira diferencia 
alguna de la secuencia proteica si el nuevo codon codifka el mismo aminoaci- 
do que el codon original. La redundancia del codigo genetico (vease la Figura 
5.16, pagina 160) es tal, que con mucha frecuencia un cambio de base no alte- 
ra el producto proteico. Por otra parte, un aminoacido de la proteina original 
puede sustituirse por un aminoacido diferente en la proteina mutada. Este tipo 
de sustitucion se denomina mutacion de sentido equivocado (Figura 7.21a). A 
veces, el codon correspondiente a un aminoacido en la proteina original pasa a 
ser un codon de parada. A esto lo llamamos una mutacion sin sentido, puesto 
que la proteina se terminara prematuramente y generalmente no sera funcional 
(Figura 7.21b). En ocasiones ocurre lo contrario, es decir, un codon de parada 
se transforma en un codon correspondiente a un aminoacido. En este caso la 
traduccion continua, con lo que se alarga la cadena. 

Eliminaciones o inserciones de nucleotidos 

Las eliminaciones o inserciones en el gen pueden ser grandes o pequenas. Estas 
mutaciones fuera de las regiones codificantes, en general, no tendran efecto, a no 
ser que modifiquen lugares de control de la transcription. Las inserciones o eli- 
minaciones grandes en regiones codificantes impiden casi invar iablemente la 
production de una proteina util; en ocasiones, pueden suprimirse incluso genes 
completes de proteinas. El efecto de las eliminaciones o inserciones cortas 
depende de si afectan a multiplos de tres bases. Si se eliminan o se anaden uno, 
dos o mas codones completes, la consecuencia es la perdida o adicion de un nu- 
mero correspondiente de residuos de aminoacidos. Sin embargo, una elimina- 
tion o insertion en una region codificante de un numero de bases que no sea 
multiplo de tres tiene un efecto mucho mas profundo, puesto que causa un des- 
plazamiento del marco de lectura durante la traduccion. Estas mutaciones 
de desplazamiento de marco se denominan a veces mutaciones incoherentes, 



Residuo numero 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


Gen p normal 


A T G G T G 


C A C 


C T G 


ACT 


C C T 


GAG 




Val 


His 


Leu 


Thr 


Pro 


Glu 



(a) Mutacion de sentido 


G T G 


C A C 


C T G 


ACT 


C C T 


G T G 


equivocado 


Val 


His 


Leu 


Thr 


Pro 


Val 


(b) Mutacion sin sentido 


G T G 


C A C 


C T G 


ACT 


C C T 


GAG 




Val 


His 


Leu 


Thr 


Pro 


Glu 
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Las mutaciones se deben a cambios 
de la secuencia del DNA de los 
genes, que consisten en 
sustituciones, eliminaciones o 
adiciones de bases. 



FIGURA 7.21 

Tipos de mutacion. Se muestran en esta 
figura algunas de las formas en que pueden 
producirse mutaciones en la cadena p de la 
hemoglobina. Se indican arriba los 10 primeros 
residuos de la cadena p humana normal, junto 
con sus codones del DNA. (a) Se ha producido 
una mutacion con sentido equivocado en el 
aminoacido 6. Esta es la mutacion 
drepanocftica. (b) Se ha producido una 
mutacion sin sentido que ha introducido una 
serial de parada tras el residuo 7, con lo que se 
finaliza la cadena prematuramente. (c) Se ha 
producido una mutacion de desplazamiento de 
marco como consecuencia de la eliminacion de 
un unico residuo T. El resto de la cadena, con 
una secuencia completamente alterada, 
continuara produciendose hasta que se 
encuentre una serial de parada en el nuevo 
marco. Tanto (b) como (c) daran lugar a una p 
talasemia (vease la pagina 268). 
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10 


GAG 


A A G 


T C T 


G C C 


Glu 


Lys 


Ser 


Ala 


GAG 


A A G 


T C T 


G C C 


Glu 


Lys 


Ser 


Ala 


GAG 


TAG 


T C T 


G C C 


Glu 


Stop 







(c) Mutacion de desplazamiento 
del marco por eliminacion 



GTGCACCTGACmCCTGAGGAGAAGTCTGCC 
Val His Leu Thr Leu Arg Arg Ser Leu 
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Los genomas tambien pueden 
modificarse mediante duplication de 
genes, fusion de genes o 
recombinaciones de exones. 



ya que dan lugar a un cambio completo y carente de significado de la secuencia 
de aminoacidos en direccion C-terminal desde el punto de la mutacion (Figu- 
ra 7.21c). 

Los efectos de estos tipos de mutaciones sobre la funcionalidad del pro- 
ducto proteico, y, por tanto, sobre el propio organismo, pueden ser muy diver- 
sos. En algunos casos, las sustituciones de bases pueden tener un efecto neutro, 
sin modificar el aminoacido codifkado o cambiandolo por otro que funciona 
igualmente bien en esa posicion de la proteina. Mas frecuentemente, el resulta- 
do es nocivo. En ocasiones, estas mutaciones aumentan la eficacia de una pro- 
teina, y los organismos mutados pueden seleccionarse en generaciones futuras. 
En cambio, las mutaciones sin sentido y las mutaciones de desplazamiento de 
marco, dan lugar casi siempre a la destruccion de la funcion de la proteina. Si la 
proteina es importante para la vida del organismo, estas mutaciones sufren 
una intensa seleccion contraria en el curso de la evolucion, ya que los que las 
heredan mueren antes de poder reproducirse. 

Duplicaciones y reordenamiento genicos 

Con la acumulacion de muchos cambios mutacionales pequenos a lo largo de 
millones de anos, las proteinas han evolucionado de manera gradual. La diver - 
sidad de funciones que pueden realizar colectivamente se incrementa median- 
te otros dos fenomenos: la duplicacion genica y la recombinacion de exon. 

De manera muy ocasional, se produce una replicacion del genoma, de tal 
manera que parte de la secuencia del DNA, que contiene un gen concreto, se co- 
pia dos veces. Inicialmente, la unica consecuencia de esta duplicacion es que los 
descendientes del organismo poseen dos copias del mismo gen. Esta mutacion 
puede ser ventajosa si la proteina es necesaria en cantidades elevadas, puesto que 
se incrementara la eficacia de su produccion. En estos casos, existiran presiones 
selectivas para mantener dos o incluso mas copias del mismo gen. Otra posibi- 
lidad es que las dos copias evolucionen de manera independiente. Una copia 
puede continuar expresando la proteina que cumple la funcion original, mien- 
tras que la otra puede evolucionar mediante mutaciones, hasta dar lugar a una 
proteina totalmente diferente, con una nueva funcion. Otra forma por la que 
puede aumentar la diversidad de las proteinas es mediante la fusion de dos o mas 
genes inicialmente independientes. Esta fusion puede dar lugar a la produccion 
de proteinas con multiples dominios que presentan nuevas combinaciones de 
funciones. 

Las secuencias interpuestas en los genes eucariotas (intrones) ofrecen otra 
posibilidad de diversificacion de la estructura y la funcion proteica. Como estas 
regiones no se utilizan para la codifkacion, representan posiciones en las que los 
genes pueden cortarse y recombinarse sin peligro en el proceso de recombi- 
nacion genetica. Los mecanismos de la recombinacion se describiran en el 
Capitulo 25. En este punto nos ocupamos tan solo de sus consecuencias. 
Supongamos que un exon de un gen, que codifka una region proteica con la 
funcion fisiologica B, se inserta en una region intronica de un gen que codifica 
una proteina responsable de la funcion A. La nueva proteina hibrida es capaz 
ahora de realizar ambas funciones, A y B, y puede desempenar una nueva fun- 
cion fisiologica. 

Mediante los efectos combinados de las mutaciones, la duplicacion genica y 
el reordenamiento genetico, los organismos pueden obtener nuevas capacidades, 
adaptarse a nuevos ambientes y dar lugar a nuevas especies. El proceso de la evo- 
lucion de los organismos, que observamos en los registros fosiles y en la incre- 
ible variedad de plantas, animales y microorganismos que existen, es en gran 
parte una consecuencia de esta evolucion molecular de las proteinas. 
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EVOLUCION DE LA FAMILIA DE PROTEINAS MIOGLOBINA- HEMOGLOBINA 

Hemos visto ya un ejemplo del proceso de evolucion proteica. Si comparamos 
las secuencias de las mioglobinas de cachalote y del ser humano (vease la Figu- 
ra 5.14), encontramos 25 cambios de aminoacidos. Dado que la informacion 
que nos proporcionan los fosiles indica que las lineas evolutivas que conducen 
al cachalote y al ser humano se separaron a partir de un mamifero comun an- 
tecesor hace unos 100 millones de anos, podemos estimar, en cierta medida, la 
velocidad con la que se produce este proceso. Si esta velocidad fuera uniforme, 
se produciria un promedio de una sustitucion cada 4 millones de anos. 

Si comparamos la mioglobina del ser humano con la del tiburon, encon- 
tramos alrededor de 88 diferencias. Dado que estas lineas evolutivas se separa- 
ron hace unos 400 millones de anos, las diferencias acumuladas son aproxima- 
damente las que cabria esperar con los datos del ejemplo anterior. En otras 
palabras, el numero de sustituciones de aminoacidos en dos proteinas relacio- 
nadas es aproximadamente proporcional al tiempo de evolucion que ha trans- 
currido desde que las proteinas (y las especies) tuvieron un antecesor comun. 
Utilizando este principio, podemos comparar las secuencias de las hemoglobi- 
nas y las mioglobinas e intentar construir un “arbol genealogico” de las protei- 
nas globinicas. La construccion de este arbol se ve dificultada por el hecho de 
que los eucariotas superiores, incluyendo el ser humano, contienen genes tan- 
to para la mioglobina como para diferentes cadenas de hemoglobina. Estos 
genes diferentes se expresan en momentos distintos del desarrollo humano 
(Figura 7.22). Las cadenas ocy [5, como se menciono antes, estan normalmente 
presentes en los adultos; pero en el embrion en su fase inicial, los genes de la he- 
moglobina que se expresan son los correspondientes a las cadenas embrionarias 
£ y £. A medida que se desarrolla el feto, estas cadenas son reemplazadas por ca- 
denas cl y y, y, finalmente, aproximadamente al nacer, las cadenas y son susti- 
tuidas por cadenas /3. Ademas, despues del nacimiento se produce una peque- 
na cantidad de una cadena 8. Estos tipos de cadenas de hemoglobina que se dan 
durante el desarrollo presentan ligeras diferencias y cada una de ellas esta co- 
dificada por un gen distinto en el genoma humano. 

En la Figura 7.23 se presenta el arbol evolutivo obtenido mediante la com- 
paracion de las sectiencias de muchas hemoglobinas procedentes de muchas 
especies distintas. Segun estos resultados, los animales muy primitivos tenian tan 
solo una globina ancestral de cadena unica similar a la mioglobina, para el 
almacenamiento del oxigeno. La mayor parte de estos animales, como los pro- 
tozoos y los platelmintos, eran tan pequenos que no necesitaban una proteina 



La mioglobina y la hemoglobina han 
evolucionado a partir de una 
proteina ancestral semejante a la 
mioglobina. 




FIGURA 7.22 

Expresion de los genes de las globinas 
humanas en diferentes fases del 
desarrollo. Los genes humanos f ye dan 
lugar a la hemoglobina £ 2 £2/ que se encuentra 
en la fase embrionaria mas temprana. Esta 
hemoglobina se sustituye pronto por la 
hemoglobina a 2 j2 del feto. Aproximadamente 
al nacer, cesa la transcripcion del gen yy 
empieza a transcribirse el gen p. Al llegar a los 
seis meses de edad, el nino tendra una 
hemoglobina que sera CI2P2 (adulto) en su casi 
totalidad. El gen S no se transcribe nunca en 
una cuantfa importante. Existen dos copias del 
gen a: cq y a 2 . Ambas contribuyen a la 
produccion de las cadenas a. 

W. C. Wood, Sr. Med. Bull. (1976) 32:282-287. 
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Cromosoma 22 
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FIGURA 7.23 

Evolucion de los genes de la globina. En 

la parte superior se muestra la disposicion de 
los genes humanos de la globina. Observese 
que se encuentran en tres cromosomas 
diferentes. Se indican en color los genes 
funcionales, mientras que los pseudogenes, que 
son variantes no transcritas de un gen, se 
indican en gris. El esquema inferior muestra la 
probable evolucion de la familia de genes de la 
globina, en funcion de las diferencias de 
secuencia existentes entre los diversos genes de 
la globina del ser humano y de otros animales. 
Las epocas en las que se produjeron las 
duplicaciones de los genes se infieren mediante 
una combinacion de la secuencia y los datos 
procedentes de los fosiles, y son solo 
aproximadas. Los dos genes a y los dos genes y 
son demasiado similares en su secuencia para 
que pueda valorarse la epoca de su divergencia. 
Tan solo sabemos que debe haberse producido 
en un perfodo bastante reciente. 



La evolucion de las globinas ha 
conservado el "pliegue de globina" 
comun que mantiene al hemo. 



transportadora. Hace aproximadamente 500 millones de anos se produjo un 
acontecimiento importante: el gen de la mioglobina ancestral se duplico. Una de 
las copias paso a ser el antecesor de los genes de la mioglobina de todos los 
organismos superiores; el otro evoluciono para dar lugar al gen de una protei- 
na transportadora de oxigeno y dio origen a las hemoglobinas. 

En la linea evolutiva que conduce a los vertebrados y a los mamiferos, los 
animales mas primitivos que poseen hemoglobina son las lampreas. La hemo- 
globina de la lamprea puede formar dimeros pero no tetrameros, y solo es de- 
bilmente cooperativa; constituye un primer paso hacia la union alosterica, pero 
posteriormente se produjo una segunda duplicacion genica, dando lugar a los 
antecesores de las familias de las cadenas de hemoglobina oc y y8 existentes en la 
actualidad. La reconstruction, a partir de la comparacion de secuencias, indica 
que esto debio ocurrir hace unos 400 millones de anos, aproximadamente en el 
momento de la divergencia de los tiburones y los peces oseos. La linea evoluti- 
va de estos ultimos condujo a los reptiles y finalmente a los mamiferos, todos los 
cuales poseen genes tanto para la globina a como para la /j, y son capaces de for- 
mar hemoglobinas tetramericas a 2 /3 2 . Se han producido otras duplicaciones de 
los genes en la linea de la hemoglobina, que han dado origen a las formas em- 
brionarias £ y £, y a la forma fetal y. Como indica la L igura 7.23, las duplica- 
ciones que dieron origen a una distincion entre los subtipos adulto y embrio- 
nario coinciden bastante bien con la aparicion de los mamiferos placentarios, 
hace unos 200 millones de anos. Esta coincidencia es funcionalmente adecuada, 
puesto que en estos mamiferos, las fases mas adelantadas del desarrollo em- 
brionario se producen en el interior de la madre, y es esencial disponer para ello 
de una hemoglobina especial, adaptada para facilitar el paso del oxigeno de la 
madre al feto, a traves de la placenta (vease la pagina 256). 
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Durante la larga evolucion de la familia de protemas mioglobina-hemoglo- 
bina, tan solo unos pocos aminoacidos se han mantenido sin variacion. Estos 
residuos conservados pueden indicar las posiciones realmente esenciales de la 
molecula. Como muestra la Figura 7.11, se trata de las histidinas proximal y dis- 
tal al hierro del hemo (F8 y E7; vease la Figura 7.5b). Es interesante senalar que 
el aminoacido Val FG5, al que se ha involucrado recientemente en el cambio de 
conformacion desoxi-oxi de la hemoglobina, que se ha descrito antes, se man- 
tiene sin variacion en las hemoglobinas, y sustituye a la isoleucina que se en- 
cuentra en esta posicion en la mayor parte de las mioglobinas. Otras regiones 
muy conservadas de las hemoglobinas son las que estan proximas a los contac- 
tos OCrP 2 y a 2 ~P i Estos contactos son los que participan mas directamente en 
el cambio de conformacion alosterico. 

A pesar de los cambios importantes que se han producido en la estructura 
primaria de la familia mioglobina-hemoglobina a lo largo de centenares de 
millones de anos, las estructuras secundaria y terciaria de estas protemas se 
han mantenido sorprendentemente inalteradas. En la Figura 7.24 se indica la es- 
tructura basica de los miembros de esta familia, desde un insecto hasta el ca- 
ballo. En todas ellas se puede identificar el mismo plegado basico y la semejan- 
za es especialmente intensa en la region que une el hemo. A primera vista, esta 
semejanza parece incongruente con nuestras afirmaciones anteriores respecto a 
que la estructura primaria determina la estructura secundaria y terciaria. Sin 
embargo, un examen cuidadoso de muchas secuencias pone de manifiesto que 
muchas de las sustituciones han sido conservadoras, es decir, un aminoacido se 
ha sustituido por otro de su misma clase general. Evidentemente, la evolucion 
de estas protemas no se ha producido de manera aleatoria, sino sometida a las 
limitaciones que imponia el mantenimiento de una estructura fisiologica fun- 
cional. La supervivencia de las protemas mutantes en la familia de la globina ha 
quedado limitada a aquellas que mantenian el “plegado de la globina” basico. 



Variantes de la hemoglobina: la evolucion en curso 

LAS VARIANTES Y SU HERENCIA 

Pueden observarse los signos de la evolucion continuada de los genes de la 
hemoglobina en la existencia de variantes de hemoglobina o, como se les suele 
denominar, hemoglobinas anormales. En la actualidad se han identificado va- 
rios centenares de hemoglobinas mutantes en la poblacion humana. En la 
Figura 7.25, se presentan algunas de las posiciones de las mutaciones en el 
tetramero. La mayor parte de las protemas de las plantas y los animales exis- 



FIGURA 7.24 

Conservation del patron de plegado de la globina a lo largo de la 
evolucion. Como resaltan estos dibujos, la estructura terciaria global de la 
mioglobina y de las cadenas de la hemoglobina se ha mantenido casi constante 
a pesar de los importantes cambios que se han producido en la estructura 
primaria. Las zonas sombreadas delinean las helices E y F, que rodean al hemo. 
Observese que son casi invariables y que los cambios tienden a concentrarse 
cerca de los extremos de las cadenas. Las protefnas mas primitivas que se 
indican son las de las "hemoglobinas" de una sola cadena del gusano marino 
Clycera y de la mosca Chironomus. La lamprea es la criatura mas primitiva que 
posee mioglobina y hemoglobina diferenciadas. La hemoglobina de la lamprea 
forma dfmeros y presenta una cierta cooperatividad de union. Las cadenas ay p 
de la hemoglobina de caballo son casi identicas a las de todos los demas 
mamiferos. 
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de caballo 



$7 






Mioglobina 
de cachalote 



Cadena a de la 
metahemoglobina 
de caballo 



Hemo 




Hemoglobina 
de Chironomus 



Hemoglobina 
de Glycera 



Hemoglobina 
de lamprea 



© Irving Geis. 
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FIGURA 7.25 

Distribution de las mutaciones en las 
hemoglobinas humanas. Los puntos 
azules y rojos indican todas las posiciones en las 
que se han encontrado sustituciones de 
aminoacidos en las cadenas ay p (para mayor 
claridad, tan solo se muestra un par). Aquellas 
sustituciones que tienen efectos patologicos 
conocidos se indican en rojo. En muchas de 
estas posiciones se ha observado mas de una 
sustitucion. La posicion 6 en la cadena p, en la 
que se produce la mutacion drepanocftica, se 
indica en amariilo. 

© Irving Geis. 




Hemoglobina 



La prueba que indica una evolucion 
continuada se encuentra en las 
muchas proteinas variantes que se 
dan en las especies existentes. 



tentes presentan probablemente una diversidad comparable, pero son pocas 
las que se han estudiado con tanto detalle como las hemoglobinas humanas. 
Cada una de las formas mutantes de la hemoglobina existe tan solo en una 
pequena fraccion de la poblacion humana global; algunas formas se han iden- 
tificado tan solo en unas pocas personas. Algunas de estas formas mutantes 
son nocivas y dan lugar a patologias conocidas; en las condiciones de la seleccion 
natural, con el tiempo acabarian por desaparecer. La mayor parte son, hasta 
donde sabemos, inocuas, y a menudo se las denomina mutaciones neutras. Un 
numero muy reducido de ellas podrian tener, sin embargo, ventajas no identi- 
ficadas y, con el tiempo, podrian llegar a dominar en la poblacion. 

Consideraremos tan solo algunas de estas hemoglobinas anormales. En pri- 
mer lugar, es necesario revisar algunos conceptos de genetica. Todas las celulas 
humanas, excepto las celulas germinales (espermatozoides y ovulos) son di- 
ploides, es decir, contienen dos copias de cada cromosoma. En consecuencia, 
contienen dos copias de cada gen, uno en cada miembro de la pareja de cro- 
mosomas. Consideremos un gen como el de la hemoglobina /i del adulto, que 
puede existir en dos formas: el tipo “normal”, /3, y el tipo variante (mutante) P *. 
Una persona puede tener tres combinaciones posibles de estos genes en sus 
cromosomas apareados: 

A. /5 + p: homocigoto (mismos genes) en el tipo normal 

B. p + heterocigoto (genes mixtos) 

C. ft* + P*: homocigoto en el tipo variante 

Dado que solo posee genes para la hemoglobina p normal, la persona A pro- 
ducira tan solo cadenas de hemoglobina P normales. La persona C, que solo tie- 
ne genes para el tipo variante, producira unicamente cadenas de hemoglobina 
variante. La persona B, que posee genes para ambos tipos, producira las dos 
cadenas. Si la mutacion es nociva, la persona C tendra dificultades importantes. 
En cambio, la persona B puede tener una funcion bastante buena, puesto que 
elaborara cadenas de proteina normales junto con las de la variante. 

Cuando dos personas tienen hijos, cada progenitor dona a un hijo una co- 
pia del gen de la hemoglobina P cuya seleccion sera aleatoria. Si los dos proge- 
nitores solo portan el gen normal, el hijo debe recibir dos copias del mismo. Si 
ambos portan solo el gen variante, el hijo debe ser tambien homocigoto para ese 
gen. Si ambos progenitores son heterocigotos para el gen, la Figura 7.26 mues- 
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Heterocigoto 




Heterocigoto 




Genotipo 



Fenotipo 





Homocigoto Heterocigoto Heterocigoto 
variante 



Homocigoto 

normal 



FIGURA 7.26 

Transmision hereditaria de proteinas 
normales y variantes en un cruce 
heterocigoto. Los organismos diploides 
pueden existir en tres posibles tipos respecto a 
cualquier gen: homocigoto normal, 
homocigoto variante o heterocigoto. Los hijos 
de una pareja heterocigota pueden ser de 
cualquiera de los tres tipos, como se muestra 
aquf: homocigoto normal, heterocigoto u 
homocigoto variante, con una proporcion de 
probabilidad de 1 :2:1 . Dejaremos como 
ejercicio el averiguar otras posibilidades, por 
ejemplo, los hijos de un progenitor homocigoto 
normal y un progenitor homocigoto variante. 
Este patron se denomina herencia Mendeliana 
clasica. 



tra que el hijo tiene una probabilidad de uno sobre cuatro de ser homocigoto 
normal, uno sobre cuatro de ser homocigoto para el gen variante, y dos sobre 
cuatro de ser heterocigoto. Debido a que los genes de la mayor parte de las 
hemoglobinas variantes son raros en la poblacion humana, tan solo ocasional- 
mente encontramos una persona homocigota para el tipo variante. 



EFECTOS PATOLOGICOS DE LAS HEMOGLOBINAS VARIANTES 

Del elevado numero de mutaciones de la hemoglobina, una parte significativa 
tiene efectos nocivos. Como se indica en la Figura 7 . 25 , las mutaciones nocivas 
conocidas se agrupan principalmente alrededor de los bolsillos del hemo y en la 
proximidad de la region de contacto 0C-/5, que tanta importancia tiene para la 
transition alosterica. En la Tabla 7.2 se indican algunas de las mutaciones de 
sentido equivocado patologicas que se han estudiado bien. Asi por ejemplo, 
una clase de variantes denominadas hemoglobinas M tiende a oxidarse con fa- 
cilidad para dar metahemoglobina, que no puede unir el 0 2 . Muchas de estas 
mutaciones comportan una sustitLicion de la histidina proximal o distal, por 
otros residuos. Las personas que portan estas mutaciones presentan dificultades 
para el transporte de 0 2 suficiente a los tejidos. Otras variantes que comportan 
cambios en las superficies de contacto de las subunidades pueden tener diver - 
sos tipos de efectos. Algunas, como la hemoglobina St. Lukes, desestabilizan el te- 
tramero de hemoglobina, mientras que otras (p. ej., la hemoglobina Suresnes ) 
tienden a estabilizar la conformation oxi o la desoxi, con lo que inhiben el 
cambio alosterico. Por ultimo, las hay como la hemoglobina Hammersmith, en las 
que la estructura terciaria de la molecula es tan inestable que algunas de estas va- 
riantes no pueden mantener el hemo de manera eficaz. 

La tristemente mas conocida de las variantes de la hemoglobina es la hemo- 
globina drepanocitica, que es una causa de sufrimiento y muerte prematura de 
muchas personas. La variante recibe este nombre porque hace que los eritroci- 
tos adopten una forma alargada, como una hoz, a concentraciones bajas de 



Aunque la mayor parte de las 
mutaciones de la hemoglobina 
parecen ser neutras, algunas de ellas 
son nocivas. 
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tabla 7.2 Relation de algunas de las mutaciones de sentido equivocado de las hemoglobinas humanas 



Efecto 


Aminoacido 

cambiado 


Cambio 




Nombre 


Consecuencias 
de la mutacion 


Explication 


Drepanocitosis 


£6 (A3) 


Glu *- 


Val 


S 


Drepanocitosis 


LaVal encaja en el bolsillo EF 




(36 (A3) 


Glu *- 


Ala 


G Makassar 


No significativas 


de la cadena de otra molecula 
de hemoglobina. 

Probablemente la Ala no encaja tan 




(3121 (GH4) 


Glu *- 


Lys 


O Arabia, Egipto 


Aumenta la deformacion 


bien en el bolsillo. 

El £121 esta proximo al residuo £6; 


Cambio de la 


a87 (F8) 


His *- 


Tyr 


M Iwate 


drepanocitica en los 
heterocigotos S/O 
Forma metahemoglobina, 


la Lys aumenta la interaction 
entre las moleculas. 

La His que normalmente esta ligada 


afinidad por el 0 2 


al41 (HC3) 


Arg ► 


His 


Suresnes 


afinidad por el 0 2 
reducida 

Aumenta la afinidad por 


al Fe ha sido sustituida por Tyr. 

La sustitucion elimina el enlace entre 




£74 (E18) 


Gly *■ 


Asp 


Shepherds Bush 


el 0 2 , favoreciendo 
el estado R 

Aumenta la afinidad por 


la Arg 141 yla Asn 126 
en el estado desoxi. 

La carga negativa en este punto reduce 




£146 (HC3) 


His *- 


Asp 


Hiroshima 


el 0 2 , reduciendo 
la union del BGP 
Aumenta la afinidad por 


la union del BPG. 

Se altera el puente salino en el estado 




£92 (F8) 


His *- 


Gin 


St. Etienne 


0 2 , reducido efecto 
Bohr 

Perdida del hemo 


desoxi y se elimina una His que une 
un proton por efecto Bohr. 

El enlace normal desde F8 al Fe se 


Perdida del hemo 


£42 (CD1) 


Phe *• 


Ser 


Hammersmith 


Inestable, pierde el hemo 


pierde, y la glutamina polar 
tiende a abrir el bolsillo del hemo. 
La sustitucion de la Phe hidrofoba por 


Disociacion 


a95 (G2) 


Pro *- 


Arg 


St. Lukes 


Disociacion 


Ser atrae agua hacia el bolsillo 
del hemo. 

Se altera la geometria de la cadena 


del tetramero 


al36 (H19) 


Leu *• 


Pro 


Bibba 


Disociacion 


en la region de contacto 
de la subunidad. 

La Pro interrumpe la helice H. 



La drepanocitosis se debe a la 
sustitucion de una sola base en la 
cadena £. 



oxigeno (Figura 7.27a). Esta “drepanocitosis” es consecuencia de la tendencia de 
la hemoglobina mutante, en su estado desoxigenado, para agregarse en estruc- 
turas largas como bastones (Figura 7.28). Las celulas alargadas tienden a obstruir 
los capilares, causando una inflamacion y un dolor considerable. Mas grave 
aun es el hecho de que las celulas drepanociticas son fragiles (Figura 7.27b). Su 
ruptura produce una anemia que hace que la victima del trastorno sea vulne- 
rable a las infecciones y a las enfermedades. Es frecuente que las personas 
homocigotas para la mutacion drepanocitica no sobrevivan hasta la edad adul- 
ta, y quienes began a esta edad presentan un grave debilitamiento. Las personas 
heterocigotas, que pueden producir aun una cierta cantidad de hemoglobina 
normal, presentan generalmente trastornos tan solo en condiciones de privation 
grave de oxigeno. Por ejemplo, volar puede ser peligroso para los heterocigotos 
HbS debido al bajo nivel de oxigeno. 

Linus Pauling, en una de sus multiples inspiraciones, sugirio ya en 1949 
(vease la Bibliografia) que la drepanocitosis era una “enfermedad molecular” de- 
bida a una mutacion en la molecula de hemoglobina. Es de destacar que la 
drepanocitosis deriva de lo que cabria prever que fuera una mutacion inocua en 
una parte de la molecula muy alejada de las zonas criticas que se han mencio- 
nado antes. El residuo de acido glutamico, que normalmente se encuentra en la 
position 6 de las cadenas /3, esta reemplazado por una valina (vease la Figura 
7.21a). Esta valina hidrofoba puede ajustarse en un bolsillo de la esquina EF de 
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(b) 

FIGURA 7.27 

Eritrocitos en la drepanocitosis. 

(a) Celulas drepanociticas caracterfsticas junto 
con algunos eritrocitos redondos normales. 

(b) Imagen de microscopia electronica de 
barrido de una celula drepanodtica que ha 
sufrido una ruptura, con vertido de las fibras de 
hemoglobina. 

(a) © C. W. Willis, M.D./BPS; (b) Cortesla de T. Wellems y 
R. Josephs. 




(a) Fibra de Hb de (b) Modelo de fibra (c) Formacion de la fibra 

la drepanocitosis 

FIGURA 7.28 

Hemoglobina drepanocitica. Las moleculas de hemoglobina 
drepanodtica tienden a agregarse formando largas fibras. (a) Imagen de 
microscopia electronica de una fibra drepanocitica. (b) Imagen grafica 
generada por ordenador de una fibra. (c) Modelo esquematico de la 
formacion de las fibras. Las moleculas de hemoglobina se unen formando 
una agrupacion de doble hebra, ya que la Val 6 de la cadena p de una 
molecula de hemoglobina se ajusta en un bolsillo de una molecula 
adyacente. La interaccion de estas estructuras de doble cadena entre sf 
produce las fibras de multiples cadenas que se muestran en (a) y (b). 

Cortesfa de B. Carragher, D. Bluemke, M. Potell, y R. Josephs. 





una cadena [i de otra molecula de hemoglobina, y con ello, tal como se mues- 
tra en la Figura 7.28c, las moleculas de hemoglobina adyacentes pueden 
acoplarse unas a otras formando una fibra helicoidal alargada en forma de bas- 
ton. La explication de por que se produce la drepanocitosis con la desoxihe- 
moglobina y no en cambio con la forma oxigenada es sencilla: en la forma oxi, 
el reordenamiento de las subunidades hace inaccesible el bolsillo EF a la Val 6. 

La drepanocitosis esta limitada en gran parte a las poblaciones originarias de 
zonas tropicales del mundo. A primera vista, esta distribution parece inespera- 
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da. ^Por que debe tener una enfermedad genetica una relacion con el clima? La 
respuesta nos informa en cierta medida sobre la persistencia de lo que parecen 
ser rasgos desfavorables. La incidencia elevada de la drepanocitosis en una po- 
blacion coincide generalmente con una incidencia elevada de paludismo, una 
enfermedad parasitaria que transmite un mosquito tropical. Las personas hete- 
rocigotas para la hemoglobina drepanocitica tienen una resistencia al paludismo 
superior a la de los que no son portadores de la mutacion drepanocitica. El pa- 
rasito del paludismo pasa una parte de su ciclo vital en los eritrocitos humanos, 
y la mayor fragilidad de las celulas drepanociticas, incluso en las personas 
heterocigotas, tiende a interrumpir este ciclo. Ademas, la distorsion de la mem- 
brana celular de las celulas drepanociticas intactas conduce a una perdida de 
iones potasio de estas celulas, lo cual crea un entorno menos favorables para el 
parasito. Las personas heterocigotas presentan una tasa de supervivencia mas 
elevada (y por tanto, mayores probabilidades de transmitir sus genes) en las 
regiones con infestacion de paludismo. Sin embargo, la elevada incidencia de 
estos genes en la poblacion hace que nazcan muchas personas que son homo- 
cigotas para el rasgo mutante. 

La drepanocitosis es tambien la clase de enfermedad genetica que muchos 
cientificos esperan que llegue a poder tratarse mediante terapia genica recom- 
binante. Si pudiera hallarse una forma de introducir los genes de la /J globina 
funcionales en una persona homocigota para la mutacion drepanocitica, esta 
persona pasaria a ser funcionalmente heterocigota, con lo que aumentaria en 
gran manera su probabilidad de tener una vida prolongada y productiva. 



Las talasemias son mutaciones de la 
hemoglobina en las que son total 
o parcialmente disfuncionales uno o 
mas genes. 



talasemias: efectos de la disfuncion de los genes 

DE LA HEMOGLOBINA 

Las variantes de la hemoglobina humana que hemos mencionado hasta ahora 
son consecuencias de mutaciones de sentido equivocado. A causa de la sustitu- 
cion de una base en un gen que codifica una de las cadenas, un aminoacido esta 
reemplazado por otro. Sin embargo, existen otros defectos geneticos que afec- 
tan a la hemoglobina, en los que una o varias de las cadenas simplemente no se 
produce o se produce en una cantidad insuficiente. El trastorno patologico que 
aparece entonces se denomina talasemia. La talasemia puede originarse de 
varias formas: 

1. Uno o varios de los genes que codifican las cadenas de la hemoglobina 
pueden haberse perdido. 

2. Pueden estar presentes todos los genes, pero uno o varios de ellos pueden 
haber sufrido una mutacion sin sentido que de lugar a una cadena acor- 
tada o a una mutacion de desplazamiento de marco que produzca una 
cadena no funcional (vease la Figura 7.21b y c). 

3. Pueden estar presentes todos los genes, pero haberse producido una mu- 
tacion fuera de las regiones codificantes, que de lugar a un bloqueo de la 
transcripcion o a un procesamiento inadecuado del pre-mRNA, de tal 
manera que no se produzca la proteina o que esta no sea funcional. 

En el caso 1 6 2, el gen produce una proteina que no es funcional. En el caso 3, 
puede producirse una transcripcion y traduccion limitada de la secuencia po- 
lipeptidica correcta. 

El genoma humano contiene varios genes de globina, que corresponden a las 
cadenas proteicas utilizadas en distintas fases del desarrollo, y ello hace que 
existan muchas variedades de talasemia. Aqui describimos tan solo las dos cla- 
ses principales, las que comportan una perdida o una mala funcion de los genes 
correspondientes a las cadenas a y /3 del adulto. 
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/5 Talasemia 

Si se ha perdido o no puede expresarse el gen de la /3 globina, se produce un 
trastorno muy grave en las personas homocigotas para este defecto. Estas per- 
sonas no pueden elaborar las cadenas /3 y deben utilizar una produccion conti - 
nuada de las cadenas fetales y para formar una hemoglobina funcional oc 2 y 2 
(vease la Figura 7.22). Estas personas pueden producir cadenas yhasta una fase 
avanzada de la infancia, pero generalmente fallecen antes de alcanzar la madu- 
rez. El estado heterocigoto, en el que continua funcionando aun un gen /3, es 
mucho menos grave. Tambien existen talasemias mas leves (denominadas f3 + ) 
en las que la transcripcion o el procesamiento de los genes [3 se inhibe parcial- 
mente, de forma que esta limitada la produccion de [3 globina aunque no ente- 
ramente bloqueada. 

a Talasemias 

Las talasemias que afectan a la cadena oc presentan una situacion mas compli- 
cada. Hay dos copias del gen (cq y a 2 ) una junto a otra en el cromosoma 
humano (Figura 7.23). Sus cadenas cq y a 2 difieren tan solo en un aminoacido, 
y una cadena puede sustituir a la otra en el tetramero de hemoglobina ensam- 
blado. Una persona puede tener 4, 3, 2, 1 6 0 copias de un gen a. Solo si tres o 
mas genes no son funcionales se observan unos efectos graves. Las personas con 
un solo gen a son anemicas, debido a que sli produccion total de hemoglobina 
es baja. La baja concentracion de hemoglobina a se compensa, en parte, por la 
formacion de tetrameros /3 4 ( hemoglobina H) y tetrameros y 4 ( hemoglobina de 
Bart). Estos tetrameros pueden unir y transportar oxigeno, pero no presentan la 
transition alosterica (permanecen siempre en el estado R), ni muestran efecto 
Bohr. Elio hace que la descarga de oxigeno a los tejidos sea poco eficaz. En el 
trastorno denominado hidropesia fetal, faltan las cuatro copias del gen a y los 
afectados por este trastorno nacen inevitablemente muertos. Tan solo pueden 
formar una hemoglobina y 4 , y puesto que la produccion de estas cadenas dis- 
minuye al aproximarse el momento del nacimiento, no disponen de la hemo- 
globina suficiente para mantener la vida del feto proximo a termino. 

Dado que hay dos copias del gen a y solo una del gen [3, la mayor parte de las 
mutaciones nocivas de las hemoglobinas de los mamiferos se producen en las ca- 
denas [3 (vease la Figura 7.25). Este fenomeno puede sugerir un papel funcional 
para la duplication genica. Asi, si existen dos o mas copias de un gen, la especie 
esta en cierto modo protegida frente a los efectos nocivos de las mutaciones. 

Hemos centrado nuestro analisis sobre la mutation proteica en la hemo- 
globina, pero debe tenerse en cuenta que estos mismos principios son aplicables 
a todas las demas proteinas. Aunque nuestro conocimiento de las mutaciones de 
la hemoglobina es el mas completo, se encuentran mutaciones de sentido equi- 
vocado y perdidas en otras muchas proteinas, y las que son nocivas dan lugar a 
la amplia gama de enfermedades geneticas, de las que las hemoglobinopatias no 
son mas que una subclase. En los capitulos dedicados al metabolismo encon- 
traremos otros muchos ejemplos. 

Inmunoglobulinas: la variabilidad de la estructura 
produce la versatilidad de la union 

En el resto de este capitulo, examinaremos un grupo de proteinas cuya funcion 
principal, como la de la mioglobina y la hemoglobina, es la union de otras sus- 
tancias, pero cuyo papel biologico es totalmente diferente. Estas proteinas son 
las inmunoglobulinas, que presentan una union muy especifica a otras sus- 
tancias. 
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La respuesta inmunitaria se encarga 
de la defensa del cuerpo frente a las 
sustancias extranas o los patogenos. 



En la respuesta inmunitaria humoral, 
los linfocitos B secretan anticuerpos 
(inmunoglobulinas) que reaccionan 
con antfgenos especificos. 



RESPUESTA INMUNITARIA 

Cuando una sustancia extrana, un virus, una bacteria o incluso una proteina ex- 
trana, invade los tejidos de un vertebrado superior (como el ser humano), el 
organismo se defiende a si mismo mediante lo que se denomina la respuesta 
inmunitaria. Esta defensa tiene dos vertientes. En la respuesta inmunitaria 
humoral, las celulas linfaticas, denominadas linfocitos B, sintetizan moleculas 
de inmunoglobulina especificas que son secretadas de la celula y se unen a la 
sustancia invasora. Esta union agrega la sustancia extrana y la marca para que 
sea destruida por las celulas denominadas macrofagos. En la respuesta inmu- 
nitaria celular, las celulas linfaticas, denominadas linfocitos T, que llevan 
moleculas similares a las inmunoglobulinas en sus superficies, identifican y 
destruyen a las celulas extranas o aberrantes. En este apartado examinaremos 
fundamentalmente la respuesta inmunitaria humoral. 

La sustancia que desencadena una respuesta inmunitaria se denomina an- 
tigeno, y una inmunoglobulina especifica que se una a esta sustancia se deno- 
mina anticuerpo. Si la particula invasora es grande, como una celula, un virus 
o una proteina, puede provocar la formacion de muchos anticuerpos diferentes, 
cada uno de los cuales se une especificamente a un determinante antigenico (o 
epitopo) dado en la superficie de la particula (Figura 7.29a). Estos determi- 
nantes antigenicos pueden ser, por ejemplo, grupos de aminoacidos de la 
superficie de una proteina, o grupos de residuos de azucares de un hidrato de 
carbono, como se muestra en el ejemplo de la Figura 7.29b. 

La respuesta inmunitaria constituye nuestra primera linea de defensa fren- 
te a la infeccion, y probablemente tambien frente a las celulas cancerosas. Es la 
inhabilitacion del sistema inmunitario producida por el virus de la inmunode- 




dZZi □ ^ 

Determinantes antigenicos 
(epitopos) 



Lugar de combinacion 
del antigeno 



Anticuerpo A 



Agregado 
que precipita 



(a) Precipitacion 



Anticuerpo B 



FIGURA 7.29 

Determinantes antigenicos. (a) Un objeto extrano, o antigeno (como un virus, una 
celula bacteriana o una molecula proteica extrana), puede desencadenar la produccion de 
anticuerpos frente a varios determinantes antigenicos distintos de su superficie. Cuando el 
antfgeno se mezcla con su coleccion de anticuerpos, se produce la precipitacion ya que 
cada molecula de anticuerpo posee dos lugares de union para su determinante, de manera 
que se forma una red. (b) Determinantes antigenicos de la mioglobina de cachalote. Las 
porciones purpuras corresponden a segmentos de la cadena polipeptfdica que actuan 
como determinantes. Algunos determinantes incluyen porciones de la cadena que estan 
muy alejadas en la secuencia primaria, pero que se encuentran proximas en la estructura 
terciaria. Las zonas blancas forman parte del determinante antigenico con tan solo algunos 
anticuerpos. 




(b) Determinantes antigenicos, 
mioglobina de cachalote 



(b) M. Z. Atassi, Immunochem. (1975) 12:435. © 1975 con permiso de Elsevier Science. 
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ficiencia humana (VIH) la que hace que el SIDA (sindrome de inmuno- 
deficiencia adquirida) sea una enfermedad que ha resultado tan devastadora. 
Las victimas del SIDA no fallecen por los efectos directos del virus, sino que 
mueren a causa de enfermedades infecciosas o canceres, de los que su sistema 
inmunitario no es capaz ya de defenderles. (Vease la pagina 278.) 

La respuesta inmunitaria tiene algunas caracterfsticas destacables. En primer 
lugar, es increiblemente versatil, y puede responder frente a un enorme nume- 
ro de sustancias extranas diferentes. Estas sustancias extranas van desde las ce- 
lulas de otra persona de la misma especie (la base del rechazo de los trasplantes 
de organos o tejidos) hasta las moleculas sinteticas que nunca podria haber 
encontrado en la naturaleza. En segundo lugar, la respuesta inmunitaria tiene lo 
que se denomina memoria. Asi, despues de una exposicion inicial a un deter - 
minado antigeno, una segunda exposicion en una fecha posterior dara lugar a 
una production rapida y mucho mas masiva de los anticuerpos especificos. 

A los cientificos les ha confundido durante mucho tiempo la respuesta in- 
munitaria. Concretamente, parecia dificil explicar de que manera podian 
generarse anticuerpos especificos frente a millones de antigenos diferentes, 
algunos de los cuales ningun organismo habia encontrado nunca con anterio- 
ridad. Las teorias iniciales, denominadas teorias instructivas, sugerian que un 
determinante antigenico podia inducir de alguna manera el que una molectila 
de anticuerpo adoptara un plegado terciario concreto, que actuaria luego como 
lugar de union para ese determinante. Sin embargo, los modelos de este tipo 
vulneran el principio que se ha comentado en el Capitulo 6, es decir, que el 
orden superior de la estructura proteica viene dado enteramente por la estruc- 
tura primaria. Los datos que indican que este mismo principio es valido para los 
lugares de union de los anticuerpos proceden de los experimentos en los que se 
desnaturalizaba un anticuerpo frente a un determinante especifico y se permi- 
tia hiego que se renaturalizara. La capacidad de unir el antigeno, que se habia 
perdido con la desnaturalizacion, se recuperaba a pesar de que el nuevo plega- 
do tenia lugar en ausencia del antigeno. 

Asi pues, los datos existentes sugerian que el cuerpo posee una capacidad in- 
herente para producir una inmensa diversidad de anticuerpos con distintas se- 
cuencias de aminoacidos que son capaces de unir una enorme gama de antige- 
nos. La forma en la que puede actuar un sistema de este tipo se describe 
mediante la denominada teoria de la seleccion clonal, que esta respaldada en la 
actualidad por pruebas totalmente convincentes. Los posttilados basicos de la 
teoria de la seleccion clonal, que se ilustra en la Figura 7.30, son los siguientes: 

1. Las celulas madre B de la medula osea se diferencian para hacerse linfo- 
citos B, cada uno de los cuales produce un unico tipo de molecula de in- 
munoglobulina; cada tipo tiene un lugar de union que reconocera una 
forma molecular especifica. (Describiremos la generation de esta varia- 
tion mas adelante en este mismo capitulo.) Estas inmunoglobulinas o an- 
ticuerpos estan unidas a la membrana celular y expuestas en las superfi- 
cies externas de los linfocitos B. 

2. La union de un antigeno a uno de estos anticuerpos estimula a la cehila 
portadora para que se replique, generando un cion (un conjunto de ce- 
lulas con una information genetica identica). Esta respuesta primaria se 
facilita por una clase especial de celulas T denominadas celulas T cola- 
boradoras. Si una celula T colaboradora identifica un antigeno ligado, se 
une al linfocito B adecuado y le transmite una proteina serial (interleu- 
cina-2) que estimula la reproduction de la celula B. Asi pues, solo aque- 
llos clones de celulas B que identifican a los antigenos se estimulan a 
una division cehilar continuada. 



Las explicaciones modernas de la 
respuesta inmunitaria se basan en la 
teoria de la seleccion clonal. 
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FIGURA 7.30 

Teona de la seleccion clonal de la 
respuesta inmunitaria. Paso 1: las celulas 
madre de la medula osea (celulas madre B, 
izquierda) se diferencian y emigran hacia el 
tejido linfoide. Cada una de las celulas 
diferenciadas (linfocitos B) sintetiza una clase 
particular de anticuerpo, que Neva en su 
superficie. Los linfocitos B de esta figura llevan 
los anticuerpos numerados del 1 al 8. Paso 2: 
cuando los linfocitos B encuentran a los 
antfgenos, las celulas B que llevan los 
anticuerpos correspondientes a los 
determinantes antigenicos son estimuladas por 
las celulas T colaboradoras para que se 
multipliquen, formando clones de celulas B. En 
este caso, las celulas seleccionadas para formar 
clones son las que llevan los anticuerpos 2 y 6. 
Paso 3: algunas de las celulas B clonadas, 
denominadas celulas plasmaticas, producen 
anticuerpos solubles, de tal manera que cada 
cion produce un anticuerpo contra un unico 
determinante. Otras celulas B clonadas se 
denominan celulas de memoria; su funcion se 
ilustra en la Figura 7.31 . 

Adaptado con permiso de J. Darnell, H. Lodish, and D. 
Baltimore, Molecular Cell Biology; ©1 986 Scientific American 
Books, Inc. 



3. Como se muestra en las Figuras 7.30 y 7.31, se producen dos clases de ce- 
lulas B clonadas. Las celulas B efectoras o celulas plasmaticas, producen 
ahora anticuerpos solubles, que se excretan al sistema circulatorio. Estos 
anticuerpos tienen los mismos lugares de union del antigeno que los an- 
ticuerpos de superficie del linfocito B a partir del cual han surgido las ce- 
lulas efectoras, pero carecen de la cola hidrofoba que une los anticuerpos 
de superficie a la membrana del linfocito. La otra clase de celulas del 
cion (las celulas de memoria) persistira durante un cierto tiempo, aun 
despues de que el antigeno haya desaparecido. Esta persistencia constituye 
la memoria inmunitaria, que permite que se produzca una respuesta 
secundaria rapida ante una segunda estimulacion por parte del mismo 
antigeno, como se muestra en la Figura 7.31. 

La teoria de la seleccion clonal explica muchas de las caracteristicas de la res- 
puesta inmunitaria y lo hace de manera compatible con lo que sabemos acerca 
de los determinantes del plegado de las proteinas. Pero tal vez se le haya ocu- 
rrido una pregunta crucial: ^por que no encontramos clones que produzcan an- 
ticuerpos contra nuestras propias proteinas y tejidos? La respuesta es fascinan- 
te y nos explica mucho sobre la forma en que se establece cual es el contenido 
bioquimico “propio”. Cuando las celulas B inmaduras del feto se encuentran con 
sustancias que se unen a sus anticuerpos de superficie, no se estimulan para 
replicarse. En vez de ello, estas celulas B fetales son destruidas. Elio hace que las 
celulas B que producen anticuerpos contra todos los posibles antigenos “pro- 
pios” con los que podrian reaccionar se eliminen antes del nacimiento. Las 
unicas celulas B que maduran son las que producen anticuerpos contra las 
sustancias “no propias”. 
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FIGURA 7.31 

Dos vias de desarrollo para los linfocitos 
B estimulados. La exposicion al antigeno 
hace que se desarrollen dos tipos de celulas a 
partir de los linfocitos B. Las de un tipo (celulas 
B efectoras o celulas plasmaticas) sintetizan el 
anticuerpo soluble. Las celulas del segundo tipo 
(celulas de memoria) llevan el anticuerpo ligado 
a la membrana para permitir una respuesta 
rapida ante una segunda exposicion. 



A veces, el sistema inmunitario se altera y produce anticuerpos contra los te- 
jidos normales de un adulto. Las causas de esta autoinmunidad no se conocen 
del todo, pero las enfermedades producidas pueden ser devastadoras. Por ejem- 
plo, en el lupus eritematoso son los propios acidos nucleicos de la persona los que 
son objeto del ataque. 



ESTRUCTURA DE LOS ANTICUERPOS 



Para ver como actua realmente la seleccion clonal a nivel molectilar, debemos 
explorar la estructura de las moleculas de inmunoglobulina que constituyen el 
arsenal de anticuerpos. Existen cinco clases de moleculas de inmunoglobulina, 
que desempenan diver sas funciones en el sistema inmunitario (Tabla 7.3). Sin 
embargo, todas ellas se construyen a partir del mismo patron de inmunoglo- 
bulina basico, que se presenta en un esquema molecular en la Figura 7.32. Las 
distintas clases de anticuerpos pueden contener de una a cinco moleculas de in- 
munoglobulina; cuando hay mas de una, los monomeros estan unidos por un 
segundo tipo de polipeptido denominado cadena J (vease la Tabla 7.3). 



Las moleculas de inmunoglobulina 
contienen regiones constantes y 
regiones variables. Estas ultimas son 
los lugares de union del antigeno. 
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tabla 7.3 Las cinco clases de inmunoglobulinas 



La IgM se produce durante la respuesta inicial contra un microorganismo invasor. Es la 

inmunoglobulina mas grande y contiene cinco unidades en forma de Y con dos cadenas ligeras y 
dos cadenas pesadas cada una. Las unidades se mantienen juntas mediante un componente 
denominado cadena J. El tamano relativamente grande de la IgM limita su presencia al torrente 
sanguineo. Es tambien eficaz en desencadenar un mecanismo importante para la destruccion de las 
celulas extranas, que se denomina sistema del complemento. 



Las moleculas de IgG, tambien denominadas y-globulinas, son los anticuerpos circulantes mas 

abundantes. Una variante de ellas se fija a las superficies de las celulas B. Las moleculas de IgG estan 
formadas por una sola unidad en forma de Y y pueden atravesar con bastante facilidad las paredes 
de los vasos sanguineos; tambien atraviesan la placenta y llevan parte de la proteccion inmunitaria 
materna al feto en desarrollo. Este paso esta permitido por receptores especificos. La IgG 
desencadena tambien el sistema del complemento. 

La IgA se encuentra en las secreciones corporales, como la saliva, el sudor y las lagrimas, y a lo largo 
de las paredes del intestino. Es el principal anticuerpo del calostro, la secrecion inicial mamaria de la 
madre tras el parto, y de la leche. La IgA se encuentra en forma de monomero o de agregados de dos 
unidades de la molecula proteica en forma de Y. Las moleculas de IgA tienden a disponerse a lo 
largo de la superficie de las celulas corporales y a combinarse alii con los antigenos, como los 
situados en la superficie de una bacteria, con lo que impiden que la sustancia extrana se fije 
directamente a la celula corporal. La sustancia invasora puede eliminarse entonces del organismo 
junto con la molecula de IgA. 

Se sabe menos sobre las inmunoglobulinas IgD e IgE. Las moleculas de IgD se encuentran en la 
superficie de las celulas B, pero no se sabe mucho sobre su funcion. La IgE se asocia con algunas de 
las respuestas alergicas del cuerpo, y sus concentraciones estan elevadas en las personas que suffen 
alergias. Las regiones constantes de las moleculas de IgE pueden unirse fuertemente a los mastocitos, 
un tipo de celulas del tejido epitelial y conjuntivo que libera histaminas como parte de la respuesta 
alergica. Tanto las IgD como las IgE estan formadas por unidades sencillas en forma de Y. 
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FIGURA 7.J2 



Modelos esquematicos de una molecula 
de anticuerpo y un fragmento Fab. La 

molecula de anticuerpo se construye con dos 
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, que se 
mantienen juntas mediante enlaces disulfuro. 
Cada cadena contiene dominios constantes (C) y 
dominios variables (V). Los dominios constantes 
son los mismos en todas las moleculas de 
anticuerpo de una determinada clase (vease la 
Tabla 7.3), mientras que los dominios variables 
confieren especificidad frente a un determinante 
antigenico concreto. La rotura mediante 
determinadas enzimas proteolfticas, como la 
papafna, en la region bisagra permite la 
produccion de fragmentos Fab monovalentes. El 
hidrato de carbono (CHO) unido a las cadenas 
pesadas facilita la determinacion de los destinos 
de los anticuerpos en los tejidos y la 
estimulacion de las respuestas secundarias como 
la fagocitosis. En la Figura 7.33 se muestra un 
modelo molecular de una molecula de 
inmunoglobulina, derivado de los estudios de 
difraccion de rayos X. 
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Cada monomero de inmunoglobulina esta formado por cuatro cadenas, dos 
cadenas pesadas (M = 53 000 cada una) y dos cadenas ligeras (M = 23 000 cada 
una), que se mantienen unidas mediante enlaces disulfuro. En cada cadena exis- 
ten dominios constantes (identicos para todos los anticuerpos de una clase de- 
terminada) y un dominio variable. Son las variaciones de la secuencia de ami- 
noacidos (y por tanto de la estructura terciaria) de los dominios variables de las 
cadenas ligeras y pesadas lo que crea la enorme diversidad de especificidades de 
los antigenos para distintos determinantes. Observese que los cuatro dominios va- 
riables se encuentran en los extremos de la horquilla en forma de Y de la mo- 
lecula, en donde forman dos lugares de union para los determinantes antigenicos. 

Una proteina grande, un virus o una celula bacteriana tienen en su superfi- 
cie muchos posibles determinantes antigenicos potenciales. Pueden generarse 
anticuerpos frente a varios de estos determinantes, uniendo muchas moleculas 
de antigeno juntas, y de esta manera agregando el antigeno (vease la Figura 
7.29a). Si el antigeno es tan pequeno que solo posee un determinante, se pro- 
ducira la union pero no habra agregacion. La precipitacion requiere tambien 
que el anticuerpo sea bivalente (es decir, que tenga dos lugares de union). 
Mediante una proteolisis cuidadosa, es posible romper los anticuerpos por la re- 
gion bisagra (vease la Figura 7.32) para producir fragmentos Fab con un solo lu- 
gar de union cada uno. Estos fragmentos uniran el antigeno pero no lo preci- 
pitaran. 

El lugar de union del antigeno se encuentra en el final del extremo de los do- 
minios variables y en el participan aminoacidos de las regiones variables de las 
cadenas pesadas y ligeras. Diferentes secuencias de estas regiones variables ori- 
ginan distintas estructuras secundarias y terciarias locales y pueden definir de 
esta manera lugares de union adaptados a distintos antigenos. La Figura 7.34 
muestra los resultados de los estudios de difraccion de rayos X de la interaccion 
de un fragmento Fab con un antigeno proteico, la lisozima. Se establecen con- 
tactos estrechos entre 16 residuos de la lisozima, y 10 residuos de la cadena 
pesada y 7 de la cadena ligera. Las superficies del antigeno y del anticuerpo en- 
cajan juntas de una forma muy complementaria. 
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FIGURA 7.33 

Modelo de la molecula de IgC a partir de 
los estudios de difraccion de rayos X. 

Las cadenas pesadas estan coloreadas de rojo 
oscuro y de azul oscuro, y las cadenas ligeras 
correspondientes, de rojo claro y azul claro. Los 
hidratos de carbono unidos a la cadena pesada 
estan en verde. 

Adaptado de E. A. Padlan Mol. Immunol. (1994) 31 :1 69-21 7. 

© 1 975 con permiso de Elsevier Science. 




FIGURA 7.34 

Union del antigeno por un fragmento 
Fab. La union de un fragmento Fab a un 
antigeno especffico, la protefna lisozima, 
muestra el estrecho contacto que se produce 
entre las superficies del antigeno y el 
anticuerpo. La cadena ligera del anticuerpo se 
indica en amarillo, el fragmento de cadena 
pesada en azul, y la molecula de lisozima en 
verde. El punto rojo corresponde a la Glu 121 
de la lisozima, que encaja ajustadamente 
dentro de la hendidura existente entre las 
cadenas ligeras y pesadas. Las superficies de la 
lisozima y del lugar de union del anticuerpo 
encajan ajustadamente juntos, y se establecen 
diversos enlaces de hidrogeno especfficos a 
traves de esta superficie. 

Cortesfa de A. G. Amit, R. A. Mariuzza, S. E. Phillips, y R. J. 
Poljiak, Science (1 986) 233:747-753; © 1 986 AAAS. 
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Mediante la recombinacion somatica 
y la mutacion rapida, un ser humano 
es capaz de generar mas de 1 00 
millones de anticuerpos diferentes. 



La respuesta inmunitaria celular 
utiliza las celulas T destructoras para 
destruir las celulas extranas o 
infectadas. 



Los dominios constantes de las cadenas pesadas de la base de la molecula en 
forma de Y no solo sirven para mantener las cadenas unidas. Estas regiones 
actuan tambien como efectores, para senalar a los macrofagos del sistema cir- 
culatorio que ataquen a las particulas o celulas que han sido marcadas por la 
union del anticuerpo. Los macrofagos son leucocitos grandes que estan espe- 
cialmente adaptados para la funcion de engullir y digerir las particulas extranas. 
Ademas, las diferencias de las cadenas pesadas identifican los tipos de in- 
munoglobulinas para su descarga a los distintos tejidos, o para su secrecion 
(vease la Tabla 7.3). 

GENERACION DE LA DIVERSIDAD DE ANTICUERPOS 

^Como puede generarse la enorme diversidad de moleculas de inmunoglobuli- 
na que hace que se formen anticuerpos frente a una gama casi ilimitada de an- 
tigenos? El genoma humano no dispone de espacio suficiente para codificar un 
gen para cada una de los millones de moleculas de inmunoglobulina diferentes 
que se producen en las celulas madre B. En su lugar, en estas celulas tienen lu- 
gar dos procesos especiales. 

El principal origen de la diversidad de anticuerpos es la recombinacion de 
exones. Los genomas de los vertebrados superiores contienen “bibliotecas” de 
exones que corresponden a distintas partes de la molecula de inmunoglobulina 
y mecanismos para el reordenamiento de estos exones con objeto de crear dis- 
tintas combinaciones tanto en las cadenas pesadas como en las ligeras. Hemos 
mencionado ya que estos reordenamientos, cuando se producen en las celulas 
productoras de espermatozoides o de ovulos, desempenan un importante papel 
en la evolucion proteica. El mismo proceso, cuando se produce en las celulas B, 
crea nuevas inmunoglobulinas en las celulas individuales. Las caracteristicas y 
el mecanismo de este proceso se describiran en el Capitulo 25. 

Un origen adicional de la diversidad de anticuerpos son las mutaciones so- 
maticas, mutaciones que no se heredan, puesto que se producen en las celulas 
somaticas (es decir, las celulas que no son de la linea germinal). En las celulas 
que generan los anticuerpos, determinadas partes de las regiones variables de los 
genes de las inmunoglobulinas, sufren mutaciones con una frecuencia excep- 
cionalmente elevada. La causa de estas tasas elevadas de mutacion localizadas 
contimia sin estar clara, pero este proceso, junto con la recombinacion de frag- 
mentos genicos, puede explicar la generacion de una inmensa diversidad de 
moleculas de inmunoglobulinas. Se ha calculado que pueden formarse alrede- 
dor de 100 millones de combinaciones a partir de la biblioteca de los fragmen- 
tos genicos de las inmunoglobulinas existentes en el genoma humano. 

CELULAS T Y RESPUESTA CELULAR 

Mientras que la respuesta inmunitaria humoral se basa en la agregacion pro- 
ducida por los anticuerpos, seguida normalmente por la digestion por los ma- 
crofagos, la respuesta inmunitaria celular se basa en un mecanismo muy dife- 
rente para destruir las celulas extranas. La respuesta celular desempena un 
papel importante en el rechazo de los tejidos y en la destruccion de las celulas 
infectadas por los virus. Tambien puede destruir posibles celulas cancerosas 
antes de que estas hayan tenido la posibilidad de propagarse. Aunque el meca- 
nismo de los procesos humoral y celular es muy diferente, en ambos casos in- 
tervienen moleculas de inmunoglobulina similares (Figura 7.35), lo cual apun- 
ta a un origen evolutivo comun para las respuestas humoral y celular. 

Los principales participantes en la respuesta inmunitaria celular son las ce- 
lulas T citotoxicas, tambien denominadas celulas T destructoras. Estas celulas 
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FIGURA 7.35 




Comparacion de las protemas de las respuestas inmunitarias humoral y 
celular. En esta representacion esquematica se muestra la semejanza estructural de los 
componentes de la superfamilia de protemas de las inmunoglobulinas, que incluye no 
solo la familia de las inmunoglobulinas, sino tambien muchas familias de protemas 
relacionadas. C y V indican los dominios constante y variable, respectivamente, cada uno 
con una estructura similar a la que se muestra en la Figura 7.36. MHC indica el complejo 
principal de histocompatibilidad. Los puentes disulfuro de conexion se indican en azul. 
Los rectangulos blancos corresponden a los dominios de union a la membrana. 
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llevan en su superficie moleculas receptoras que son muy similares a los frag- 
mentos Fab de las moleculas de anticuerpos. A1 igual que los anticuerpos, estos 
fragmentos poseen una amplia gama de especificidades de union en su mayor 
parte dirigidas hacia secuencias oligopeptidicas cortas. Estos oligopeptidos po- 
drian producirse, por ejemplo, por una celula infectada por un virus cuando se 
produce una digestion parcial de las particulas viricas en su interior. El receptor 
de las celulas T no reconoce los oligopeptidos libres, sino que estos deben pre- 
sentarse sobre la superficie de las celulas infectadas y unidos a otra clase de 
moleculas similares a las inmunoglobulinas, las protemas del complejo princi- 
pal de histocompatibilidad (protemas MHC, vease la Figura 7.35). Cuando 
una celula T destructora identifica (mediante su receptor) un antigeno adecuado 
transportado en la superficie de otra celula por una proteina MHC, libera una 
proteina denominada perforina. Esta proteina forma poros en la membrana 
plasmatica de la celula que esta siendo atacada, lo cual permite la difusion ha- 
cia el exterior de iones esenciales y, de esta manera se destruye la cehila. 

Como se resalta en la Figura 7.35, tanto los anticuerpos de la respuesta 
humoral como las moleculas que intervienen en la respuesta celular contienen 
elementos de estmctura comun. Esta semejanza es a tin mayor que la que sugiere 
la figura. Los dominios de estas moleculas se construyen con un motivo comun, 
el pliegue de inmunoglobulina, en el que dos laminas j5 antiparalelas se encuen- 
tran una frente a otra (Figura 7.36). Esta estructura constituye probablemente 
el elemento estructural primitivo en el proceso evolutivo de la respuesta inmu- 
nitaria. De hecho, el pliegue de inmunoglobulina se encuentra tambien en otras 
protemas que intervienen en el reconocimiento celular. 
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FIGURA 7.36 



Pliegue de inmunoglobulina. El pliegue de 
inmunoglobulina es una estructura comun en 
los dominios de muchas protemas de la 
superfamilia de las inmunoglobulinas. Hay dos 
capas de laminas /? antiparalelas apiladas una 
frente a la otra. En este modelo de una cadena 
ligera de inmunoglobulina, el pliegue se 
produce dos veces: una vez en la region 
constante y otra en la region variable. 

Tornado de C. Branden y J. Tooze, Introduction to Protein 
Structure (Nueva York: Garland Publishing 1991), p. 187. © 
1991 Garland Publishing. 
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Resulta instructive comparar la familia de proteinas de las inmunoglobuli- 
nas con la familia mioglobina-hemoglobina. En ambos casos, la funcion pri- 
maria de las proteinas es la union. En la familia mioglobina-hemoglobina 
observamos indicios de la evolucion progresiva de metodos cada vez mas so- 
fisticados para regular la union de una molecula concreta (el oxigeno) y para 
acoplar la union del oxigeno con la union del C0 2 . En la familia de las inmu- 
noglobulinas, la evolucion a partir de un motivo sencillo ha conducido a una 
enorme diversification de la funcion de union. La evolucion ha dado lugar a un 
mecanismo que permite la production de una inmensa gama de moleculas 
con capacidades de union especificas. Distintas tareas requieren distintas 
herramientas. 



SIDA y respuesta inmunitaria 

El SIDA (sindrome de inmunodeficiencia adquirida) es una enfermedad del sis- 
tema inmunitario. La produce el virus de la inmunodeficiencia humana o VIH 
(Figura 7.37), que ataca a numerosos tipos de celulas pero es especialmente 
virulento ffente a una clase de celulas T colaboradoras. El virus libra una pro- 
longada batalla con las celulas T de replicacion rapida, pero finalmente la velo- 
cidad de destruction celular supera el ritmo de replicacion. La consecuencia es 
un deterioro de toda la respuesta inmunitaria, en especial de la capacidad de las 
celulas B de proliferar en respuesta a la estimulacion antigenica. Ademas, se pro- 
duce un fallo general de la activation de las celulas T. La mayor parte de los pa- 
cientes con SIDA sucumben ante enfermedades a las que podrian haber resistido 
con facilidad antes de contraer el SIDA, o ante determinados tipos de cancer. El 
SIDA tiene unos efectos tan mortiferos porque afecta a nuestras defensas mas 
fundamentales frente a toda enfermedad. 



FIGURA 7.37 





(a) Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que es el 
responsable del SIDA. (b) Modelo esquematico del VIH. La 
protefna de superficie gpl 60 esta formada por dos fragmentos, 
gp41 y gpl 20. El genoma de RNA se transcribe a DNA mediante 
una transcriptasa inversa. Este DNA se integra en el genoma de la 
celula hospedadora y posteriormente se transcribe para dar RNA 
vfrico nuevo. 



(a) Cortesfa de Hans Gelderblom; (b) Tornado de Hoth, Jr., Myers, y Stein, Hospital 
Practice 27:9, p. 154. Ilustracion ©Alan D. Iselin. 
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Dado que el SIDA plantea una amenaza tan grave para la salud mundial, se 
esta trabajando intensamente en la busqueda de una vacuna. Estas investiga- 
ciones comportan problemas poco habituales, puesto que el virus del SIDA 
tiene una capacidad sin igual de mutar y desarrollar, por tanto, cepas resisten- 
tes frente a cualquier vacuna. Las mutaciones se producen en el genoma del VIH 
a un ritmo muy superior al que se da en el genoma humano. La variacion ge- 
netica se ve incrementada por los muchos ciclos de replicacion del virus y por 
el hecho de que la transcriptasa inversa (Ligura 7.37) es muy propensa a los 
errores. La magnitud del problema puede apreciarse teniendo en cuenta nues- 
tra experiencia con el virus de la gripe. Nunca hemos sido capaces de producir 
una vacuna “antigripal” de por vida, dada la gran variabilidad del virus de la 
gripe. El VIH sufre mutaciones con una rapidez unas 60 veces superior a la del 
virus de la gripe. 

Debido a la dificultad para producir vacunas y al hecho de que la infeccion 
por el VIH se ha extendido ya tanto, deben continuar realizandose esfuerzos 
igualmente activos para producir un tratamiento. Los esfuerzos que han tenido 
mas exito han utilizado una combinacion de estrategias. Por un lado, puede 
enlentecerse la replicacion del virus mediante inhibidores especificos de la 
transcriptasa inversa. Una estrategia bastante diferente utiliza un inhibidor de 
proteasa para bloquear el paso proteolitico esencial en la maduracion de 
nuevos virus dentro de las celulas infectadas. Puede esperarse que las combi- 
naciones de estos tratamientos, junto con una vacuna definitiva, detendra 
esta plaga. 



RESUMEN 



La mayor parte de los organismos necesitan oxigeno. Los vertebrados utilizan la 
hemoglobina para el transporte de oxigeno y la mioglobina para el almacena- 
miento del mismo. En estas proteinas, el 0 2 esta unido a una Pe(II)-porfirina 
(hemo); el hemo se transporta en un bolsillo hidrofobo, que inhibe la oxidacion 
del hierro. La mioglobina lleva un unico lugar de union de oxigeno y, por con- 
siguiente, presenta una curva de union hiperbolica no cooperativa. La hemo- 
globina une el 0 2 de manera cooperativa, con una curva de union sigmoidea 
que da lugar a una transferencia mas eficaz. Esta cooperatividad la consigue al 
ser una proteina tetramerica alosterica. La union del 0 2 a los lugares de la 
hemoglobina da lugar a modificaciones de la estructura terciaria. Cuando 
se acumula la tension de estos cambios, se produce una transicion cuaternaria 
(T — »- R), con un desplazamiento de la molecula desde la forma de union de- 
bil a la de union fuerte. La transicion alosterica permite tambien que los efec- 
tores alostericos (H + , C0 2 , BPG) modifiquen la union del oxigeno, dando lugar 
a un transporte de 0 2 y C0 2 mas eficaz. 

La mioglobina y la hemoglobina, al igual que otras proteinas, evolucionan 
mediante mutaciones, duplicaciones y recombinaciones de sus genes. Ambos ti- 
pos de globinas han evolucionado a partir de una proteina ancestral similar a la 
mioglobina, de tal manera que la aparicion de una hemoglobina verdadera 
coincide aproximadamente con la aparicion de los vertebrados. La evolucion de 
estas proteinas continua, tal como indica la existencia de una multitud de 
hemoglobinas variantes en la poblacion humana. La mayor parte de las muta- 
ciones por sustitucion de bases (sentido equivocado) son neutras, pero algunas, 
como la mutacion de la hemoglobina drepanocitica, son nocivas. Las talasemias 
son hemoglobinopatias que se deben a la eliminacion o a la expresion defec- 
tuosa de genes completos o de conjuntos de genes. 



En el SIDA, el virus causal ataca a las 
celulas T colaboradoras, destruyendo 
el sistema de defensa inmunologico 
del cuerpo. 
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La respuesta inmunitaria es la principal defensa del cuerpo frente a la in- 
fection. En la respuesta humoral, se generan y secretan anticuerpos (moleculas 
de inmunoglobulina especificas) que se uniran a los antigenos especificos. Este 
proceso se produce porque el reconocimiento del antigeno por parte de unas 
pocas celulas da lugar a la selection clonal de un gran numero de celulas que 
producen el anticuerpo adecuado. La inmensa diversidad de anticuerpos se 
consigue mediante multiples recombinaciones somaticas y mutaciones rapi- 
das en las celulas productoras de anticuerpos. La respuesta inmunitaria celular 
implica celulas T destructoras portadoras de receptores. El SIDA es una enfer- 
medad del sistema inmunitario, en la que el VIH ataca a las celulas T que son 
esenciales para la proliferation de los clones de celulas B. 
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PROBLEMAS 



1 . Los datos que se presentan a continuation describen la union 
del oxigeno a la mioglobina humana a 37°C. 



Po 2 (mm Hg) 0 Pq 2 (mm Hg) 0 



0.5 0.161 6 

1 0.277 8 

2 0.434 12 

3 0.535 20 

4 0.605 



0.697 

0.754 

0.821 

0.885 



A partir de estos datos, calcular: (a) el valor de la P 50 y (b) el 
porcentaje de saturation de la mioglobina a 30 mm de Hg, la 
presion parcial de 0 2 en la sangre venosa. 

2. iQue efecto cualitativo cabria prever que tuviera cada una de las 
siguientes modificaciones sobre la Pso de la hemoglobina? 

(a) Aumento del pH desde 7.2 a 7.4 

(b) Aumento de la Pco 2 desde 20 a 40 mm Hg 

(c) Disociacion en cadenas polipeptidicas monomericas 

*3. Las medidas de la union del oxigeno por la sangre humana 
total, a 37°C, pH 7.4, en presencia de 40 mm de C0 2 , y con 
unas concentraciones fisiologicas normales de BPG (5 mmol/L 
de celulas), dan los siguientes resultados: 



P 0 2 (mm Hg) % de saturation (= 100 X 0) 



10.6 10 

19.5 30 

27.4 50 

37.5 70 

50.4 85 

77.3 96 

92.3 98 



(a) A partir de estos datos, dibuje la curva de union y calcule el 
porcentaje de saturation de oxigeno de la sangre a: (1) 100 
mm Hg, la presion parcial aproximada de 0 2 en los pul- 
mones, y (2) 30 mm Hg, la presion parcial aproximada de 
0 2 en la sangre venosa. 

(b) En estas condiciones, ^que porcentaje del oxigeno unido en 
los pulmones se descarga en los tejidos? 

(c) Con el empleo de los datos de la Figura 7.16, repetir el 
calculo de la parte (b) si el pH disminuye a 6.8 en los 
capilares, pero vuelve a 7.4 cuando se descarga el C0 2 en 
los pulmones. 

4. Se observa que el ion cloruro actua como efector alosterico 
negativo de la hemoglobina. Sugiera una explication posible de 
por que debe ser asi. 



5. Se han obtenido datos precisos para la union del oxigeno de la 
hemoglobina humana aislada a 25°C: 



Po 2 

(mm Hg) 


% de saturation 
(= 100 X 0) 


^o 2 

(mm Hg) 


% de saturation 
(= 100 X 0) 


0.10 


0.315 


5.75 


76.0 


0.350 


0.990 


7.94 


90.9 


0.794 


3.06 


12.88 


96.9 


1.748 


9.09 


29.51 


99.0 


2.884 


24.0 


67.60 


99.7 


4.467 


50.0 







Utilizar una representation de Hill para determinar: (a) la P 5 o. 
(b) n H (pendiente maxima) y (c) los valores de P 50 correspon- 
dientes a los estados T y R. 

*6. G. Ackers, M. L. Johnson, F. C. Mills et al., en Biochemistry 
(1975) 14:5128-5134, han observado que la P 50 de la hemo- 
globina purificada disminuye a medida que se reduce la con- 
centration de hemoglobina en la disolucion. Sugerir una ex- 
plication. 

7. Se ha medido la union del oxigeno por la hemocianina de la 
gamba Callianassa. Con el empleo de los siguientes datos, pre- 
parar una representation de Hill y determinar: (a) la Ps o> (b) el 
« H (el coeficiente de Hill) y (c) el numero minimo de lugares de 
union de oxigeno en la molecula proteica. 



Pq 2 (mm Hg) 0 


Pq 2 (mm Hg) 0 


1.1 


0.003 


136.7 


0.557 


7.7 


0.019 


166.8 


0.673 


10.7 


0.035 


203.2 


0.734 


31.7 


0.084 


262.2 


0.794 


71.9 


0.190 


327.0 


0.834 


100.5 


0.329 


452.0 


0.875 


123.3 


0.487 


736.7 


0.913 



8. Sugerir las consecuencias probables de las siguientes mutacio- 
nes reales o posibles de la hemoglobina. [Nota: Consulte las 
Figuras 7.12 y 7.18.] 

(a) En p 146 (HC3) His *- Asp 

(b) En p 92 (F8) His *■ Leu 

(c) En P 2 (NA2) His *• Asp 

Indicar en cada caso si el cambio de una sola base es suficien- 
te para la mutation. 

9. Supongase que cada uno de los mutantes indicados en el 
Problema 8 se estudiara mediante electroforesis en compara- 
cion con la hemoglobina nativa (pi = 7.0) a pH 8.0. 2 Cual se 
desplazaria hacia el anodo con mayor rapidez que la proteina 
nativa, y cual se desplazaria de forma mas lenta? 

*10. En principio, una molecula alosterica podria presentar una 
cooperatividad negativa, es decir, la union de los primeros li- 
gandos podria reducir la afinidad por otros adicionales. 

(a) 2 Que aspecto tendria una representation de Hill para la 
cooperatividad negativa? 

(b) Se ha observado que la teoria KNF permite una cooperati- 
vidad negativa, mientras que la teoria MHC no la permite. 
Expliquelo. 

11. En el experimento de Barrick et al. (vease la pagina 23) se ob- 
servo que la sustitucion de histidina por un imidazol no unido 
de forma covalente, no solo redujo la cooperatividad sino que 
tambien aumento la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. 
Sugerir una explication. 

12. Suponga que se ha descubierto una nueva proteina de trans- 
porte de oxigeno en determinados animales invertebrados. La 
difraccion de rayos X de la proteina desoxi ha demostrado que 
tiene la estructura dimerica que se presenta en la parte (a) con 
un puente salino entre los residuos histidina 13 y acido aspar- 
tico 85. Los dos monomeros interactuan mediante puentes sa- 
linos entre el carboxilo terminal y el N-terminal. El lugar del 0 2 
se encuentra entre los dos atomos de hierro que se ven, que 
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estan ligados de forma rigida a las helices a A y C (vease la 
parte (b)). En la forma desoxi, el espacio entre los atomos de 
hierro es demasiado pequeno para ubicar al 0 2 , por lo que los 
atomos de Fe deben apartarse cuando se une el 0 2 . 




Helice 




Helice 


A 




C 




Fe Fe 




13- 


©0 


-85 



© 

if. JL" 



85' 


0© 


-13 




Fe Fe 




Helice 




Helice 


C 




A 




(a) Estructura de la proteina 
desoxi. N y C indican los 
N-terminales y C-terminales. 
El eje diadico (d) es 
perpendicular a esta pagina. 



Molecula de oxigeno 




(b) Detalle del lugar de union 
del oxigeno en la forma oxi. 



Contestar a las preguntas siguientes, explicando la respuesta, en 
cada caso, en terminos de la estructura. 

(a) ^Mostrara esta molecula union cooperativa del oxigeno? 

(b) ^Exhibira esta molecula efecto Bohr? 

(c) iCual seria el efecto de una mutation que sustituyera el 
acido aspartico 85 por un residuo de lisina? 



*13. La union de los antigenos a los anticuerpos puede contem- 
plarse de una forma similar a la que se ha utilizado para anali- 
zar la union del oxigeno. Suponiendo que tenemos antigenos 
monovalentes y anticuerpos n-valentes, podemos escribir la si- 
guiente ecuacion para el numero (r) de moleculas de antigeno 
unidas a un anticuerpo a una concentration (c) de antigeno 
libre: 



nKc 

" 1 + Kc 

donde K es la constante de equilibrio de la union (la constan- 
te de afinidad). 

(a) Demuestre que esta ecuacion puede reordenarse de la 
siguiente forma: 

— = Kn- Kr 
c 

Esta se denomina ecuacion de Scatchard, y predice que un 
grafico de r/c frente a r sera una linea recta. 

(b) Utilice los datos siguientes y un grafico segun la ecuacion 
de Scatchard para obtener n y K para una reaction antige- 
no-anticuerpo. 



c(m) 


r 


1.43 X 10 -5 


0.50 


2.57 X 10 -5 


0.77 


6.00 X 10 -5 


1.20 


1.68 X 10 -4 


1.68 


3.70 X 10 -4 


1.85 



14. iQue efecto fisiologico puede predecir de una mutation que 
sustituya por serina la cisteina de la parte constante de la cade- 
na ligera de inmunoglobulina que participa en la formation del 
enlace disulfuro con la cadena pesada? (Vease la Figura 7.32.) 



HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 7 A 



Metodos inmunologicos 

Dada la facilidad con la que pueden prepararse en el labora- 
torio los anticuerpos contra las sustancias biologicas, y dada 
su gran especificidad, los anticuerpos constituyen el nucleo 
central de muchos procedimientos bioqulmicos importantes 
analiticos y preparativos. Presentaremos aqui algunos de los 
metodos que tienen mayor importancia para los bioquimi- 
cos. En el apartado de Herramientas de la Bioquimica 23A se 
describen otras tecnicas inmunologicas. 

Los experimentos en los que se inyecta un antigeno en un 
conejo indican que un antigeno puede provocar la formation 



de varios anticuerpos diferentes. Cada uno de estos an- 
ticuerpos reconoce una parte concreta de la molecula de 
antigeno, denominada determinante antigenico o epitopo. En 
la Figura 7.29b se muestran los epitopos que se han identifi- 
cado en la mioglobina de cachalote. Cada epitopo es una 
region que engloba cinco o seis aminoacidos de la secuencia 
de la mioglobina. Asi pues, un antisuero para la mioglobina 
(es decir, el suero procedente de un animal inmunizado con- 
tra la mioglobina) contiene al menos cinco anticuerpos di- 
ferentes contra la mioglobina, cada uno de los cuales va 
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dirigido contra uno de los cinco epitopos que se muestran en 
la figura. 

En terminos generales, las sustancias inmunogenas (sus- 
tancias que provocan una reaccion inmunitaria, como la sin- 
tesis de anticuerpos) son macromoleculas. Sin embargo, al- 
gunos de los reactivos inmunologicos mas utiles son los 
anticuerpos dirigidos contra sustancias de bajo peso molecu- 
lar. Asi, por ejemplo, el radioinmunoanalisis (Herramientas de 
la Bioquimica 23A) se utiliza para determinar las concentra- 
ciones de hormonas esteroideas o de farmacos. Estos com- 
puestos, de por si, no estimulan la sintesis de anticuerpos, 
pero cuando uno de ellos se acopla a una proteina antigenica, 
el conjugado resultante es inmunogeno. Algunos de los anti- 
cuerpos producidos en respuesta al conjugado van dirigidos 
contra el componente no proteico de bajo peso molecular que 
se denomina hapteno. 

La mayor parte de los anticuerpos que resultan utiles 
en bioquimica son de tipo IgG (vease la Tabla 7.3). Cada 
uno de estos monomeros con forma de Y tiene dos lugares de 
combinacion del antigeno. En una reaccion antigeno-anti- 
cuerpo, cada lugar suele unirse a una molecula de antigeno 
diferente si existe una cantidad suficiente de antigeno. Si 
el antigeno posee dos o mas lugares de combinacion del 
anticuerpo, como ocurre en la mayor parte de los casos, 
se forma una red gigante insoluble de moleculas de antigeno 
y anticuerpo ligadas, que se denomina reaccion de pre- 
cipitina (vease la Figura 7.29a). La naturaleza insoluble de 
este complejo es la base de algunas de las tecnicas analiticas 
mas antiguas, como la inmunodifusion y la inmunoelectro- 
foresis. 

En la inmunodifusion, se llenan pocillos excavados en 
una placa de agar con antigeno y anticuerpo, que difunden el 
uno hacia el otro en el agar. Cuando las sustancias se en- 
cuentran, una reaccion de precipitina forma un precipitado 
insoluble, que puede observarse bien directamente o tras 
una tincion con azul Coomassie o un colorante de proteinas 
similar. Esta tecnica puede emplearse para comparar dife- 
rentes antigenos (Figura 7A.1). Por ejemplo, supongamos 
que se desea saber si la proteina citocromo c de corazon de 
caballo esta relacionada con el citocromo c de la levadura. Se 
colocaria el citocromo c del caballo en un pocillo, la protei- 
na de la levadura en otro, y el anticuerpo contra la proteina 
del caballo en un tercero. Si las proteinas estan estrecha- 
mente relacionadas, el anticuerpo puede reaccionar con am- 
bas proteinas En ese caso, las lineas de precipitina se cortaran, 
como se muestra en la Figura 7A.la, generalmente con una 
“punta” que senala hacia el antigeno menos reactivo (en este 
experimento, la proteina de la levadura). Si los dos antigenos 
no estan relacionados, pero son lo suficientemente similares 
para que cada uno de ellos reaccione con un anticuerpo del 
antisuero que se ha colocado en el pocillo, se forman dos li- 
neas de precipitina que simplemente se cortan (Figura 
7A.lb). Si las proteinas son inmunologicamente identicas, 
se observa una unica linea de precipitina ininterrumpida 
(Figura 7A.lc). Por ultimo, si el anticuerpo se une a una 



Antigeno A 
(citocromo c 
de corazon 
de caballo) 

Antigeno B - 
(citocromo c 
de levadura) 



Anticuerpo contra A 




(a) Proteinas A y B 
estrechamente 
relacionadas 




(b) Proteinas A y B 
con relacion 
lejana pero 
ambas reactivas 




FIGURA 7A.1 

Prueba de precipitina mediante difusion en gel. 



proteina, pero no a todas las demas, tan solo se observa una 
linea corta (Figura 7A.ld). 

La inmunodifusion puede utilizarse para caracterizar or- 
ganismos mutantes que pueden presentar deficiencias en la 
sintesis de una proteina biologicamente activa. La presencia de 
un antigeno que reacciona de forma cruzada como se observa 
en el patron de la Figura 7A.la, sugiere que se forma una pro- 
teina completa, pero que se ha cambiado uno de los residuos 
esenciales para la actividad biologica como consecuencia de la 
mutacion. Asi pues, las proteinas estan estrechamente rela- 
cionadas, de manera que comparten epitopos, pero no son 
identicas. 

La inmunoelectroforesis permite el analisis de mezclas 
mas complejas de antigenos y anticuerpos. Las proteinas 
de una mezcla compleja, como el suero, se someten a una 
electroforesis, tras lo cual se aplica un anticuerpo en una 
depresion o hueco, como se indica en la Figura 7A.2. Este 
metodo produce multiples reacciones de precipitina dife- 
rentes en un experimento, y con variaciones relativamente 
sencillas puede adaptarse para cuantificar los antigenos de 
una mezcla. 

En la actualidad se utiliza de manera mucho mas general 
para cuantificar las reacciones antigeno-anticuerpo el anali- 
sis inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA). Se emplea 
un reactivo de entrecruzamiento para acoplar covalente- 
mente una enzima a un anticuerpo que se utiliza para anali- 
zar una sustancia concreta. La enzima elegida es una cuya 
actividad pueda determinarse con facilidad con una tecnica 
espectrofotometrica. Aunque este metodo tiene muchas 
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I • * I 







Se colocan mezclas A y B de antigenos en huecos practicados 
en un gel y se someten a un campo electrico. Las protefnas, 
indicadas por bandas, migran desde esos huecos. 




El antisuero (S), colocado entre A y B, difunde en el gel. Se 
forman arcos de precipitina con todos los componentes que 
reaccionan con el antisuero. 

FIGURA 7A.2 

Inmunoelectroforesis. 



variaciones, el principio es analizar los anticuerpos unidos 
midiendo la actividad de la enzima conjugada. Esta tecnica 
constituye la base de muchas pruebas clmicas diagnosticas, 
como el analisis mas ampliamente utilizado en la actualidad 
para la infeccion por el VIH. Se utiliza un anticuerpo ligado 
a una enzima contra una de las proteinas de superficie del 
virus de la inmunodeficiencia humana, para detectar la 
presencia del antigeno virico en las muestras de sangre 
humana. La presencia de la actividad enzimatica en los com- 
plejos antigeno-anticuerpo puede detectarse con gran sensi- 
bilidad. 

Otra tecnica analitica util para caracterizar proteinas es la 
transferencia Western, denominada asi por su semejanza 
superficial con una tecnica analitica para acidos nucleicos a 
la que se llama transferencia Southern (descrita en Herra- 
mientas de la Bioquimica 25D). La transferencia Western 
(denominada mas recientemente inmunotransferencia) se 
emplea para detectar, en una mezcla de proteinas o fragmen- 
tos de proteinas, las que reaccionan con el mismo anticuerpo. 
Puede utilizarse, por ejemplo, para el estudio de la fragmen- 
tacion posterior a la traduccion de las proteinas que, a menu- 
do, se produce como parte del proceso de maduracion pro- 
teica. En esta tecnica, se analizan las proteinas que reaccionan 
con el anticuerpo en una mezcla separando primero las pro- 
teinas de dicha mezcla mediante una electroforesis en gel des- 
naturalizante; con frecuencia, se emplean geles 2-D. Tras la 
electroforesis, el gel se pone en contacto con una hoja de ni- 



trocelulosa, y las proteinas se transfieren a la nitrocelulosa 
mediante una corriente electrica. Las proteinas quedan unidas 
de manera irreversible a la hoja de nitrocelulosa, con lo que 
las reacciones antigeno-anticuerpo pueden observarse des- 
pues de tratar la hoja con un anticuerpo. La visualization se 
realiza con el empleo de un anticuerpo marcado radiactiva- 
mente con yodo 125, seguido de autorradiografia, o bien con 
una forma de la tecnica ELISA. En la Figura 7A.3 se muestra 
un ejemplo. 

Debido a su elevada especificidad en la union de proteinas, 
los anticuerpos pueden utilizarse tambien para purificar pro- 
teinas. En esta tecnica, denominada cromatografia de inmu- 
noafinidad, el anticuerpo se acopla a un soporte cromatogra- 
fico y se utiliza una columna de este material para adsorber 
selectivamente la proteina que se purifica. A continuation, se 
desadsorbe la proteina, generalmente mediante un ajuste de 
pH de la solution de elution y a menudo en un estado proxi- 
mo a la homogeneidad. 



▼ • •» i ‘ 




FIGURA 7A.3 

Transferencia Western. En la parte superior hay un gel 
bidimensional de las proteinas totales de la hoja de tabaco. 

En la parte inferior, el mismo gel transferido frente a 
anticuerpos para las protefnas fosforiladas en la treonina en la 
mitosis. 

Cortesia de J. A. Traas, A. F. Bevan, |. H. Doonan, j. Cordewener, y P. (. Shaw, 
Plant j. (1 992) 2:723-732, con permiso de Blackwell Scientific Ltd. y Bios 
Scientific Publishers. 
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Los bioquimicos, al igual que los biologos celulares, se 
ocupan de la organization intracelular y de la localization de 
las enzimas que catalizan las reacciones de interes. Existen 
una serie de tecnicas, a las que se aplica el termino generico 
de inmunocitoquimica, que utilizan anticuerpos para facili- 
tar la localization de antigenos concretos en preparaciones 
citologicas. En su forma mas sencilla, se conjuga un anti- 
cuerpo con un colorante fluorescente como la fluoresceina. 
A continuacion, se sumerge un corte fino de la celula o teji- 
do en una disolucion del anticuerpo fluorescente. Una vez 
eliminado el exceso mediante lavado, puede verse el anti- 
cuerpo unido mediante microscopia de fluorescencia. En el 
cuadro superior de la Figura 7A.4, se ha preparado un anti- 
cuerpo fluorescente contra una proteina citoplasmatica; en el 
cuadro inferior se estudia una proteina nuclear. Otra posibi- 
lidad es que pueda unirse el anticuerpo a la proteina ligado- 
ra de hierro ferritina, y verse el hierro unido gracias a su 
densidad electronica elevada en el microscopio electronico. 
Otra tecnica se basa en la union del anticuerpo ligado a pe- 
roxidasa de rabano picante, una enzima que puede visuali- 




FIGURA 7A.4 

Microscopia de inmunofluorescencia. Esta tecnica se 
utiliza para diferenciar las protemas citoplasmaticas (arriba) de 
las nucleares (abajo) en celulas de raton 3T6 en cultivo. 

Cortesia de V. Engstom et al., EMBO j. (1 988) 7:1 61 7. 



zarse mediante tecnicas de microscopia optica o de micros- 
copia electronica. 

Como se ha indicado antes, un antisuero preparado con- 
tra un antigeno puro, como una proteina, contiene general- 
mente varios anticuerpos contra ese antigeno. Ademas, 
el suero contiene tambien todos los demas anticuerpos que 
el animal tenia en su torrente circulatorio en el momento 
en que fue inmunizado frente a la proteina de interes. 
Evidentemente, la especificidad, sensibilidad y reproducibi- 
lidad de todas las tecnicas citadas aumentaria en gran medi- 
da si pudieran realizarse con anticuerpos puros. Dadas las se- 
mejanzas quimicas existentes entre las distintas IgG, su 
purificacion mediante tecnicas estandar de fraccionamiento 
de protemas es practicamente imposible. Por fortuna, el em- 
pleo de los anticuerpos monoclonales constituye una forma 
alternativa de alcanzar anticuerpos puros en cantidad ilimi- 
tada. 

Cada linfocito B formador de anticuerpos esta especiali- 
zado en la sintesis y secretion de un anticuerpo y solo uno. Si 
estas celulas pudieran proliferar en un cultivo de tejidos, se- 
ria posible en principio aislar un cion, es decir, una poblacion 
derivada de una celula que sintetiza un anticuerpo dirigido 
contra la proteina de interes. Aunque los linfocitos B en si no 
proliferan en cultivo, Georges Kohler y Cesar Milstein des- 
cubrieron en 1975 una forma de propagar linfocitos forma- 
dores de anticuerpos con celulas cultivadas procedentes de 
un raton con mieloma multiple, una proliferation cancero- 
sa de leucocitos (Figura 7A.5). Se inmuniza a un raton con el 
antigeno de interes y, a continuacion, se fusionan los linfo- 
citos de su bazo con las celulas de mieloma. Esta fusion da 
origen a lineas celulares denominadas hibridomas (celulas 
que proliferan de manera indetinida en cultivo, como las ce- 
lulas cancerosas, pero que solo sintetizan un anticuerpo). 
Mediante el examen sistematico de un gran numero de clo- 
nes de hibridoma, generalmente pueden aislarse varios que 
sintetizan anticuerpos contra el antigeno de interes, elabo- 
rando cada uno un anticuerpo contra un determinante anti- 
genico diferente. Los anticuerpos pueden purificarse con fa- 
cilidad a partir de cultivos de los hibridomas adecuados, y 
pueden tener muchos usos ademas de las tecnicas ya descri- 
tas. Observese que este metodo no requiere un antigeno ho- 
mogeneo. Un investigador que tenga la paciencia de exami- 
nar muchos hibridomas puede inmunizar al animal al 
principio con un preparado bruto del antigeno de interes. 
Luego, despues de haber obtenido el anticuerpo monoclonal 
deseado, puede utilizarlo como base de una purificacion de 
inmunoafinidad del antigeno. 
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FIGURA 7A.S 

Produccion de anticuerpos monoclonales. 

Tornado de G. J. Tortora, B. R. Funke, C. L. Case, 
Microbiology: An Introduction, 5. a ed. (Redwood City, Calif.: 
Benjamin/Cummings, 1995.) © 1995 Benjamin/Cummings 
Publishing Co. 
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CAPITULO 8 



Protemas en movimiento: sistemas contractiles 
y motores moleculares 



En LOS DOS CAPITULOS ANTERIORES HEMOS VISTO COMO PUEDEN LLEVAR A 
cabo diversas funciones las moleculas proteicas, ya sea de manera individual, ya 
sea en estructuras de multiples subunidades definidas. Para continuar explo- 
rando esta idea, pasaremos ahora a ejemplos en los que las moleculas proteicas 
se organizan formando estructuras grandes y complejas en las que intervienen 
muchos tipos de cadenas polipeptidicas. Estas estructuras supramoleculares 
realizan muchas funciones celulares, de las cuales aqui analizaremos la pro- 
duction de movimiento. Este movimiento puede afectar a todo el organismo, a 
partes del mismo, a celulas o a elementos subcelulares. 

De los muchos tipos de movimiento que realizan los sistemas vivos, el que 
conocemos mejor es la contraction muscular necesaria para el movimiento 
corporal. Sin embargo, la contraction muscular lleva a cabo tambien una amplia 
gama de otras acciones. Incluso la emision de un sonido es una action muscu- 
lar, como lo es la inyeccion de veneno que realiza un insecto o una serpiente. 
Otros movimientos musculares de igual importancia mantienen el medio in- 
terno de un animal, como el latido de su corazon, la respiration de sus pulmo- 
nes o branquias y los movimientos peristalticos de su sistema digestivo. Cada 
uno de estos tipos de movimiento lo produce un tejido muscular especifico. 

Todos los musculos, al igual que algunos otros sistemas contractiles que 
encontraremos, se basan en la interaction de dos protemas principales, la acti- 
na y la miosina. A menudo denominamos a estos sistemas, sistemas contracti- 
les de actina-miosina. Sin embargo, existen algunos tipos de movimientos di- 
rigidos, como los movimientos de las celulas individuales y de partes de las 
celulas, que no dependen del sistema actina-miosina, sino que utilizan otros me- 
canismos proteicos. Por ejemplo, el batimiento de los cilios y los flagelos, y el 
movimiento de los cromosomas y de los organulos en el interior de las celulas 
se realizan mediante interacciones internas de diversas protemas con los mi- 
crotubulos, estructuras filamentosas formadas por una proteina denominada 
tubulina. Aun mas notables son la diversidad de “motores moleculares” que se 
han descubierto en los ultimos anos. Algunos de ellos se emplean para trasladar 
moleculas y vesiculas a lo largo de los microtubulos y otros filamentos; otros 
producen la rotation de los flagelos y son verdaderos motores microscopicos. 






Determinadas proteinas actuan como 
transductores de energfa y utilizan la 
energia libre procedente de la 
hidrolisis del ATP para realizar un 
trabajo mecanico. 
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FIGURA 8.1 



Actina C. La estructura del monomero de 
actina, deducida mediante difraccion de rayos 
X, muestra claramente la conformacion con 
dos dominios. Se muestra tambien la posicion 
del nucleotido unido. 

Adaptado del Dr. W. Kabsch. 



Los principales sistemas musculares de 
la mayor parte de los animales se basan 
en las proteinas actina y miosina. 




FIGURA 8.2 



Actina F. Modelo de los filamentos de actina 
F. Los monomeros de actina G se indican 
mediante colores distintos. Los residuos verdes 
se unen a la miosina. 

Cortesfa del Dr. Kenneth Holmes de Nature (1990) 347:44-49. 



Asimismo, algunas moleculas muy bien conocidas, como las RNA polimerasas 
(Capitulos 26 y 28), se consideran motores molectilares que se desplazan a lo 
largo del DNA desenrollando el molde, impulsadas por la hidrolisis de esteres 
fosfato. 

Todos estos sistemas biologicos que producen movimiento tienen una ca- 
racteristica en comun: la energia liberada por la hidrolisis del ATP se convierte 
en trabajo mediante la produccion de movimientos en partes de moleculas 
proteicas. Asi pues, las proteinas pueden actuar como transductores energeticos. 
Esto es, algunas proteinas pueden convertir la energia quimica de la hidrolisis 
del ATP en trabajo mecanico. Cuando los movimientos de las proteinas estan 
coordinados adecuadamente, se produce un movimiento macroscopico dirigido. 



Los musculos y otros sistemas 
contractiles de actina-miosina 

Las principales proteinas del musculo son la actina y la miosina. La funcion me- 
jor conocida de estas proteinas se produce en las celulas musculares. Sin em- 
bargo, la actina y la miosina se encuentran tambien en otros muchos tipos de ce- 
lulas y participan en diversas clases de movimientos celulares e intracehilares. 
Para comprender como actuan los musculos y otros sistemas de actina-miosi- 
na, debemos considerar las propiedades de estas dos proteinas. 

ACTINA Y MIOSINA 
Actina 

En condiciones fisiologicas, la actina se enctientra en forma de un polimero he- 
licoidal alargado (actina fibrosa o actina L) de un monomero proteico globular 
(actina G). El monomero de actina G, que se muestra en la Figura 8.1, es una 
molecula de dos dominios, con una masa de 42 000 dalton. La union de ATP 
por un monomero de actina G conduce a la polimerizacion; a continuacion, se 
hidroliza el ATP pero el ADP se mantiene en el filamento de actina. En los fila- 
mentos de actina F, los monomeros de actina G estan dispuestos en una helice 
de doble cadena (Figura 8.2; vease tambien la Figura 6.31a). Como consecuen- 
cia de la asimetria de las subunidades, el filamento de actina F tiene una direc- 
cionalidad definida, y a sus dos extremos se les denomina extremo mas y ex- 
tremo menos. La reaccion de polimerizacion presenta una direccion de 
preferencia, de tal manera que el extremo mas es el que crece con mucha mayor 
rapidez. El filamento de actina contiene higares en cada subunidad que pueden 
unirse a la miosina. 

Miosina 

La molecula funcional de miosina (Figura 8.3) esta formada por seis cadenas 
polipeptidicas: dos cadenas pesadas identicas (M = 230 000) y dos de cada una 
de las dos clases de cadenas ligeras (M = 20 000). Juntas forman un complejo de 
peso molecular 540 000. Las cadenas pesadas poseen colas largas de helice a, que 
estan entrelazadas en un ovillo enrollado de doble cadena, y unos dominios de 
cabeza globulares a los que estan unidas las cadenas ligeras. Entre cada dominio 
de cabeza y dominio de cola, la cadena pesada actua como un tallo flexible. La 
estructura de ovillo enrollado de las colas recuerda la estructura de la a-quera- 
tina (vease la Figura 6.11). 

La molecula de miosina puede fraccionarse por proteasas, como se indica en 
la Figura 8.4. El dominio de cola puede fraccionarse en un punto especifico por 
la tripsina para dar fragmentos denominados meromiosina ligera y meromio- 
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figura 8.3 Cadena 



Molecula de miosina. Este modelo pesada Cadenas 




sina pesada. La ulterior ruptura de la meromiosina pesada por la papaina cor- 
ta los tallos para dar fragmentos SI, cada uno de los cuales esta formado por do- 
minios de cabeza que llevan las cadenas ligeras. El tallo separado por la papai- 
na se denomina fragmento S2. La capacidad de fragmentar la molecula de 
miosina de estas formas especificas ha ayudado a los investigadores a com- 
prender las funciones de sus diversas partes. La miosina tiene aspectos de las 
proteinas fibrosas y de las globulares, y sus dominios funcionales desempenan 
papeles muy diferentes. Los dominios de cola tienen una pronunciada tenden- 
cia a la agregacion, que hace que las moleculas de miosina formen el tipo de fi- 
lamentos bipolares gruesos que se muestran en la Figura 8.5. Los dominios de 





^Tripsina 





HMM 




Diseccion de la miosina mediante 
proteasas. La tripsina rompe la cola de la 
miosina para dar lugar a meromiosina ligera 
(LMM) y meromiosina pesada (HMM). El 
tratamiento de la meromiosina pesada con la 
proteasa papafna digiere parte de la estructura 
del tallo, permitiendo la separacion de las dos 
cabeceras (dominios de cabeza con sus cadenas 
ligeras unidas). Estas cabeceras separadas se 
denominan fragmentos SI y el resto de la cola 
recibe el nombre de fragmento S2. 



14,3 nm 
I— I 




160 nm 

Carece de zona (/) 



325 nm 



FIGURA 8.5 

Un filamento grueso de las moleculas de miosina. (a) 

Fotograffa de microscopia electronica. La zona que carece de cabeceras 
se indica con una €; se indican con puntas de flecha algunas de las 
cabeceras de miosina. (b) Dibujo de la estructura del filamento, en 
que se indican las dimensiones en nanometros. Las proyecciones son 
los pares de cabeceras sobre cada molecula de miosina. Observese que 
la zona desnuda tiene la misma longitud que la cola de miosina, tal 
como se presenta en la Figura 8.3. 



(b) 



Cortesfa de T. Pollard. 
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FIGURA 8.6 

Estructura del fragmento SI de la 
miosina. La cadena pesada ocupa la mayor 
parte de la estructura; ELC y RLC indican las 
dos cadenas ligeras. Se senala la posicion de 
union del ATP, asf como el punto de contacto 
con la actina. 



cabeza, con sus cadenas ligeras unidas se denominan cabeceras y tienen una 
fuerte tendencia a unirse a la actina. Los fragmentos SI se han cristalizado y se 
ha determinado su estructura mediante difraccion de rayos X (Figura 8.6). 

Reaction de la miosina y la actina 

Si se deja que un filamento de actina reaccione con fragmentos SI aislados, el fi- 
lamento quedara “decorado” con estas cabeceras de miosina, dando lugar a un 
patron asimetrico “en punta de flecha” que pone de manifiesto la polaridad 
del filamento de actina (Figura 8.7). En presencia de actina, las moleculas com- 
pletas de miosina o los fragmentos SI aislados tienen actividad ATPasa, y la hi- 
drolisis del ATP rompe la union. Como veremos, estas observaciones junto con 
la estructura detallada del fragmento SI tienen consecuencias importantes en 
cuanto a los mecanismos de la contraction muscular. 

ESTRUCTURA DEL MUSCULO 

En el tejido muscular, los filamentos de actina y miosina interactuan para pro- 
ducir la estructura contractil. Los vertebrados como nosotros poseen tres tipos 
de musculo con morfologias diferentes. El musculo estriado es el tipo que aso- 
ciamos con mas frecuencia al termino musculo, ya que son los musculos estria- 
dos de los brazos, las piernas, los parpados, etcetera, los que hacen posible los 
movimientos voluntaries. El musculo liso rodea los organos internos como los 
vasos sanguineos, el intestino y la vesicula biliar, que son capaces de realizar unas 
contracciones lentas y mantenidas, que no estan bajo un control voluntario. El 
musculo cardiaco puede considerarse una forma especializada de musculo es- 
triado, adaptado para realizar los latidos involuntarios repetidos del corazon. En 
esta exposition analizaremos solo la estructura del musculo estriado. 

En la Figura 8.8 se muestran los niveles sucesivos de organization de un 
musculo estriado caracteristico de un vertebrado. Las fibras musculares indivi- 
duales, o miofibras, son en realidad celulas multinucleadas muy largas (1-40 
mm) formadas por la fusion de celulas precursoras musculares. Cada miofibra 



Cortesfa de S. Lowey, Biophys. ). (1995) 68:1 20s-1 27s, modifi- 
cado por M. K. Reedy a partir de Rayment et al. (1 993). Con 
permiso de Elsevier Science. 



FIGURA 8.7 

Filamento de actina decorado con 
cabeceras de miosina. (Izquierda) 

Fotograffa de microscopia electronica. 
(Derecha) Esquema a mayor aumento. Las 
cabeceras senaladas en el esquema producen el 
patron de punta de flecha visible en la 
fotograffa de microscopia. 

Fotograffa cortesfa de Roger Craig. 
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contiene un haz de estructuras proteicas denominadas miofibrillas. Una mio- 
fibrilla presenta una estructura periodica cuando se observa al microscopio 
optico. Las bandas A oscuras se alternan con bandas I claras. Estas ultimas es- 
tan divididas por unas lineas finas denominadas discos Z (o, a veces, lineas Z). 
En el centra de la banda A se encuentra una region mas clara, denominada zona 
H. Puede considerarse que la unidad de la estructura muscular que se repite es 
la que va de un disco Z al siguiente. Se la denomina sarcomero y tiene una lon- 
gitud de aproximadamente 2.3 pm en el musculo relajado. 

La base molecular de esta estructura periodica de la miofibrilla puede ob- 
servarse mediante estudios de microscopia electronica de cortes finos de mus- 
culo, como se observa en la Figura 8.9. Los filamentos finos de actina se pro- 
yectan en ambas direcciones desde los discos Z, interdigitados con los filamentos 
gruesos de miosina. Las regiones en las que se solapan los filamentos gruesos y 
finos forman las areas oscuras de la banda A. Las bandas I contienen solo fila- 
mentos finos que se prolongan hasta los bordes de las zonas H. Dentro de las zo- 
nas H, solo se encuentran filamentos gruesos. Se cree que la linea oscura del cen- 
tra de la zona H (denominada a veces banda M) senala posiciones en las que se 
asocian los filamentos gruesos unos con otros. 

La composicion de los filamentos gruesos y finos se ha puesto de relieve me- 
diante la extraccion de las miofibrillas con las disoluciones salinas o los deter - 
gentes adecuados para eliminar practicamente toda la miosina. Dado que con 
este proceso desaparecen las bandas A, los filamentos gruesos de la banda A de- 
ben estar formados por miosina. Los filamentos gruesos de miosina son es- 
tructuras bipolares del tipo que se muestra en la Figura 8.5, en los que las colas 
helicoidales de las moleculas de miosina se unen juntas, con las cabeceras pro- 
yectadas con un espaciamiento regular de 14.3 nm en cada extremo. Este espa- 
ciamiento parece generarse por una periodicidad de 14.3 nm en la secuencia de 
aminoacidos de las colas de miosina. 



FIGURA 8.8 

Niveles de organizacion en el musculo 
estriado. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, The World 
of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley Longman, 
2000). © Addison Wesley Longman, Inc. 
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FIGURA 8.9 

Estructura muscular que se observa con 
microscopia electronic.!, (a) Modelo del 
sarcomero, la unidad de repeticion del musculo 
estriado. Se identifican las bandas I, las bandas 
A y los discos Z que se observan en la Figura 
8.8, y se indican los elementos estructurales del 
sarcomero. (b) Fotograffa de microscopia 
electronica en la que se aprecian las mismas 
caracterfsticas. (c) Representacion esquematica 
de cortes transversales de un sarcomero en las 
diversas regiones que se muestran en (a) y (b). 
Los filamentos gruesos se indican mediante 
puntos de color marron intenso y los filamentos 
finos mediante puntos pequenos de color 
purpura, (d) Imagen a mayor aumento en una 
banda A que presenta puentes cruzados entre 
los filamentos de actina y miosina. 

(b) Cortesfa de H. E. Huxley; (d) cortesfa de Mary Reedy. 
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Puede demostrarse que los filamentos finos contienen actina de la siguien- 
te forma. Si las miofibrillas de las que se ha extraido la miosina se perfunden con 
una solucion de fragmentos SI, los filamentos finos quedan decorados segun el 
patron de punta de flecha (Figura 8.7), con lo que los filamentos finos contie- 
nen actina. Ademas, los patrones de punta de flecha apuntan siempre hacia 
fuera a partir de los discos Z, lo que demuestra la polaridad de estos filamentos 
finos. Sin embargo, los filamentos finos no estan formados unicamente por ac- 
tina F. Como veremos mas adelante en este capitulo, contienen tambien otras 
proteinas importantes. 
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Si observamos con mas detalle las fotografias de microscopia electronica de 
las miofibrillas (vease la Figura 8.9d), podemos ver pequenas proyecciones que 
se extienden desde los fllamentos gruesos (miosina) y que a menudo entran en 
contacto con los fllamentos finos (actina). Las proyecciones corresponden a 
las cabeceras de las moleculas de miosina. Estos puentes cruzados entre los fila- 
mentos de miosina y actina son la clave de la contraccion muscular. 

La organization de la actina, la miosina y otras proteinas musculares para 
dar lugar a la estructura compleja, pero especifica, que se observa en el sarco- 
mero constituye un ejemplo notable de la forma en la que pueden combinarse 
de una forma especifica para constituir una estructura funcional diversos tipos 
de proteinas. Analizaremos ahora como opera esta estructura. 

MECANISMO DE LA CONTRACCION: MODELO 
DEL FILAMENTO DESLIZANTE 

El conocimiento del mecanismo de la contraccion muscular precede de la ob- 
servation de los detalles finos de la estructura muscular y de los cambios del pa- 
tron de bandas del sarcomere durante la contraccion. Los cortes musculares que 
se presentan en las Figuras 8.8 y 8.9 y en la parte superior de la Figura 8.10 co- 
rresponden al estado relajado o extendido. En una contraccion completa del 
musculo, cada sarcomere se acorta desde una longitud de unos 2.3 nm hasta 
1.0 pm. Durante este proceso, desaparecen las bandas I y las zonas H, y los dis- 
cos Z se desplazan directamente contra las bandas A (parte inferior de la Figura 
8.10). Estas observaciones llevaron a dos investigadores independientes (y no 
emparentados), Hugh Huxley y Andrew Huxley, a proponer en los anos 1950 el 
modelo de filamento deslizante para la contraccion muscular, que se muestra en 
la Figura 8.10. Segun este modelo, que esta respaldado actualmente por datos in- 
discutibles, las cabeceras de miosina “caminan” a lo largo de los filamentos de 
actina interdigitados, traccionando de ellos y acortando, por tanto, el sarcomere. 

Para producir este tipo de movimiento dirigido en contra de una fuerza 
que se opone en el musculo, es preciso un gasto de energia. Cabe prever que la 
energia proceda de algun modo de la hidrolisis del ATP, y nuestra mention 
previa de la actividad ATPasa del complejo actina-miosina senala la forma en 
que podria obtenerse esta energia. Recuerdese que la union y la hidrolisis del 
ATP producen la liberation de la interaction actina-miosina. Segun el meca- 
nismo actualmente aceptado, cada cabecera de miosina participa en un ciclo re- 
petitive de creation y ruptura de puentes cruzados con un filamento fino ad- 
yacente. Podemos imaginar que el ciclo comienza con la miosina unida a la 
actina, como se muestra en la parte superior de la Figura 8.1 1. La union del ATP 
conduce a la liberacion del puente cruzado de miosina (paso 1). La hidrolisis del 
ATP produce entonces un cambio de conformation, que “carga” la cabecera 
(paso 2). La union de Ca 2+ hace que la cabecera vuelva a unirse al filamento fino 
(paso 3), aunque en un lugar por encima de su position previa, puesto que esta 
cargada. La liberacion de fosfato (paso 4) prepara para el golpe de fuerza (paso 
5) que tracciona del filamento fino hacia el centro del sarcomere. La union de 
un nuevo ATP reiniciara el ciclo y preparara la cabecera para otro golpe. 

Al final de cada ciclo, el filamento de actina se ha desplazado con respecto a 
la miosina, de forma que cada cabecera realiza pasos sucesivos a lo largo del fi- 
lamento fino. El “caminar” es bastante similar al de un ciempies: siempre hay al- 
gunas patas en contacto con el filamento fino, por lo que este no puede retro- 
ceder durante la contraccion. Debe senalarse que algunos de los detalles del 
movimiento de la cabeza continuan siendo objeto de discusion, y que el proce- 
so puede ser mas complejo de lo que se ha descrito. 



Los filamentos finos estan formados 
principalmente por actina, mientras 
que los filamentos gruesos los forma 
basicamente la miosina. Estan 
conectados por puentes cruzados que 
pueden romperse. 
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FIGURA 8.10 

Modelo del filamento deslizante de la 
contraccion muscular. La contraccion del 
musculo estriado se produce cuando las 
cabeceras de miosina traccionan de los 
filamentos de actina hacia el centro del 
sarcomero. 



En el modelo del filamento deslizante, 
la fijacion y la liberacion periodicas de 
los puentes cruzados, con un cambio 
conformacional del puente cruzado, 
desliza los filamentos finos y gruesos 
uno sobre otro. 



294 



CAPlTULO 8 



PROTEINAS EN MOVIMIENTO: SISTEMAS CONTRACTILES Y MOTORES MOLECULARES 



FIGURA8.11 

Perspectiva actual del ciclo del ATP en la 
contraccion muscular. El paso lento del 
proceso es el (3), la conversion del complejo 
"debil" al complejo "fuerte". No se conoce 
exactamente en que punto del ciclo se produce 
el cambio conformacional completo de la 
cabecera. 

Adaptado de J. Spudich, Nature (1994) 372:515-518. © 1994 
Macmillan Magazines, Ltd. 
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Recientemente, varios metodos experimentales nuevos han hecho posible 
medir la fuerza desarrollada y la distancia desplazada con cada golpe de fuerza 
(vease la Figura 8.12). La fuerza depende de la carga colocada sobre el par mio- 
sina- filamento de actina y con una carga elevada tiene en promedio alrededor de 
5 pN (piconewton), lo cual corresponde a un gasto energetico de unos 10 -20 ) 
por golpe de fuerza, aproximadamente una quinta parte de la energla libera- 
da cuando se hidroliza una molecula de ATR A cargas menores hay datos que se- 
nalan que pueden realizarse varios golpes de fuerza con cada ciclo de ATP. La 
distancia que se desplaza el filamento de actina con cada golpe de fuerza es de 



Medicion en manometros 



FIGURA 8.1 2 

Medida del movimiento y la fuerza 
generados por la interaccion de un unico 
filamento de actina con un unico 
filamento de miosina. La miosina se fija a 
un cubreobjetos y la actina se fija a una aguja 
microscopica de rigidez conocida. La actina y la 
miosina se hacen visibles por fluorescencia. La 
deflexion de la aguja mide el movimiento del 
filamento de actina asf como la fuerza que se 
genera tras anadir ATP. 




Tornado de T. Yanagida y A. Ishijima, Biophys. ]. (1 995) 68:312s- 
320s. 
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unos 10-20 nm, que es lo que puede conseguirse con cada ciclo de ATP a cargas 
elevadas. Cuando se trabaja contra una resistencia mas debil, los multiples gol- 
pes de fuerza pueden impulsar a la actina hasta 100 nm por ATP. 

ESTIMULACION DE LA CONTRACCION: PAPEL DEL CALCIO 

La sustancia crucial que estimula la contraccion no es el ATP, que generalmen- 
te esta disponible en la miofibrilla, sino el Ca 2+ que entra en el paso 3 de la 
Figura 8.11. Para comprender como regula el calcio la contraccion muscular, de- 
bemos examinar la estructura molecular del filamento fino con un poco mas de 
detalle. 

Un filamento fino, como el que se encuentra en el musculo estriado, es algo 
mas que un simple polfmero de actina F. Hay otras cuatro protefnas, que se 
muestran en la Figura 8.13, que son esenciales para la funcion contractil de los 
filamentos finos. Una de estas protefnas es la tropomiosina, una protefna fibrosa 
que se encuentra en forma de dfmeros alargados situados a lo largo del surco de 
la helice de actina F o cerca del mismo. Unidas a cada molecula de tropomiosi- 
na hay tres protefnas pequenas denominadas troponinas I, C y T. La presencia 
de la tropomiosina y de las troponinas inhibe la union de las cabezas de miosi- 
na a la actina, a menos que haya calcio en una concentracion de aproximada- 
mente 10 -5 M. En el musculo en reposo, las concentraciones de Ca 2+ estan 
proximas a 10” 7 M, por lo que no pueden formarse nuevos puentes cruzados. 
Una entrada de Ca 2+ estimula la contraccion, porque el ion se une a la tropo- 
nina C, lo que da lugar a un reordenamiento del complejo troponina-tropo- 
miosina. Este desplazamiento hace disponibles lugares nuevos en la actina para 
la union por las cabeceras de miosina. El mecanismo propuesto que se muestra 
en la Figura 8.14 permite que se produzcan el paso 3 y los pasos siguientes en el 
ciclo de la Figura 8.11. 

Hemos delineado la activacion de la contraccion muscular hasta la entrada 
de calcio a las miofibrillas. Pero, ^por que se produce esta entrada? Y en concre- 
te, jcomo puede producirse por los impulsos nerviosos que excitan los muscu- 
los para que se contraigan? La respuesta puede hallarse con una observacion 




FIGURA 8.13 

Actina F y sus proteinas asociadas. En 

este dibujo esquematico se muestran las 
protefnas presentes en los filamentos finos del 
musculo estriado: actina F, tropomiosina y 
troponinas (Tn) I, C y T. 




(a) Concentracion de calcio 
baja (Ca 2+ < 10 -7 m) 



(b) Concentracion de calcio 
alta (Ca 2+ > 10 -6 m) 



FIGURA 8.14 

Regulacion de la contraccion muscular 
por el calcio. Se muestra una unica 
cabecera de miosina junto a un filamento fino, 
en una imagen transversal, (a) Musculo 
relajado. A concentraciones de Ca 2+ bajas, la 
configuracion de la actina, la tropomiosina y el 
complejo de troponina en el filamento fino 
impiden el contacto de la mayor parte de las 
cabeceras de miosina con el filamento fino. (b) 
La union de Ca 2+ a la troponina C produce un 
reordenamiento de los componentes del 
filamento fino, de tal manera que quedan libres 
los lugares de union de la miosina en la actina. 
Puede producirse entonces la formacion de 
puentes cruzados (paso 3 de la Figura 8.1 1 ) y 
el musculo se contrae. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, The World 
of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley Longman, 
2000). © Addison Wesley Longman, Inc. 
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La contraccion muscular se estimula 
por la entrada de Ca 2+ en el 
sarcomero. La union de Ca 2+ por la 
troponina C produce un 
reordenamiento del complejo 
troponina-tropomiosina-actina, que 
permite que se formen los puentes 
cruzados de actina-miosina. 



mas detallada de la miofibra, o celula muscular (Figura 8.15). En el interior de 
la celula, cada miofibrilla esta rodeada por una estructura denominada reticu- 
lo sarcoplasmico, formada por tubulos membranosos. En los musculos en re- 
poso, la concentracion de Ca 2+ en las miofibrillas se mantiene aproximada- 
mente en 1CT 7 M, mientras que la concentracion de Ca 2+ en la luz del reticulo 
sarcoplasmico puede ser 10 000 veces mayor. Los impulsos de los nervios mo- 
tores despolarizan la membrana del reticulo sarcoplasmico, con lo que se abren 
los canales de Ca 2+ (vease el Capitulo 10) y se vierte el Ca 2+ fuera de la luz en 
las miofibrillas, estimulando la contraccion. La serial se transmite rapidamente 
a todo el reticulo sarcoplasmico de una miofibra a traves de los tubulos trans- 
versales, invaginaciones de la membrana plasmatica a intervalos periodicos 
con el reticulo. 

Aunque un cambio brusco de la concentracion de Ca 2+ es la serial universal 
para la contraccion muscular, evidentemente no puede proporcionar de por 
si la energia necesaria. ^De donde viene la energia necesaria para el trabajo 
muscular? 



ENERGETICA Y APORTES DE ENERGIA EN EL MUSCULO 

Basicamente, el musculo es un mecanismo para convertir la energia fibre qui- 
mica, liberada en la hidrolisis del ATP, en trabajo mecanico. La conversion pue- 
de ser muy eficaz, aproximandose a cifras del 80% en circunstancias optimas. 
Esta eficacia es muy superior a la que puede conseguirse mediante maquinas 
quimicas artificiales. 

^Como se genera el ATP? Incluso en el musculo estriado, la respuesta puede 
variar en funcion de la clase concreta de musculo de que se trate y de su funcion. 
Los musculos estriados pueden dividirse en dos categorias, el musculo rojo, 
concebido para un uso relativamente continuado, y el musculo bianco, que se 
utiliza para movimientos ocasionales frecuentemente rapidos. El musculo rojo 
debe su color oscuro a sus abundantes hemoproteinas: esta bien abastecido de 
vasos sanguineos y, por tanto, de hemoglobina, tiene muchas mitocondrias con 
citocromos y posee depositos importantes de mioglobina. El musculo rojo de- 



FIGURA 8.1 5 

Estructura de una miofibra (celula 
muscular). El reticulo sarcoplasmico (RS) es 
una red de tubulos de reticulo endoplasmatico 
especializados que envuelven a las miofibrillas 
en el interior de la fibra muscular. En el 
musculo en reposo, el RS acumula Ca 2+ , que 
libera luego hacia las miofibrillas cuando Mega a 
la membrana plasmatica una serial nerviosa. 

Los tubulos transversales (sistema T) son 
invaginaciones de la membrana plasmatica que 
estan en contacto con el RS en muchos puntos 
y garantizan que se produzca una respuesta 
uniforme a la serial. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, The World 
of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley Longman, 
2000). © Addison Wesley Longman, Inc. 
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pende en gran medida del metabolismo aerobio de las mitocondrias, de forma 
que la fuente de energia principal del musculo rojo es la oxidacion de las grasas. 
En cambio, el musculo bianco utiliza el glucogeno como fuente de energia 
principal. El glucogeno es excelente para una production rapida de energia, 
pero no puede mantener la actividad durante periodos de tiempo prolongados. 
(Veanse la Tabla 8.1 donde se da una comparacion mas detallada del musculo 
rojo y el musculo bianco, y los Capitulos 13 y 23 para un tratamiento mas de- 
tallado del metabolismo energetico.) 

Las diferencias funcionales entre los dos tipos de musculo estriado se ponen 
claramente de manifiesto en las aves. En los polios domesticos, los musculos del 
vuelo de la pechuga, que se utilizan solo para un aleteo breve o para vuelos cor- 
tos, son blancos, mientras que los musculos de las piernas que se utilizan in- 
tensamente son rojos. Los pajaros silvestres que vuelan en libertad y realizan 
vuelos largos, pero que rara vez caminan, tienen una distribution exactamen- 
te opuesta de la carne clara y oscura. 

Una observation cuidadosa de las concentraciones de ATP en el musculo es- 
triado rojo ha puesto de manifiesto que el aporte de energia es mas complica- 
do de lo que podria parecer a primera vista. La cantidad de ATP necesaria para 
una unica contraction puede ser superior a todo el ATP disponible de manera 
inmediata para un sarcomero. Sin embargo, aun despues de un ejercicio relati- 
vamente prolongado, las concentraciones de ATP de los sarcomeros se mantie- 
nen basicamente constantes. Tan solo despues de un agotamiento extremo em- 
piezan a disminuir las concentraciones de ATP. Esta observation sugiere que el 
ATP es un intermediario y no el compuesto final de almacenamiento de ener- 
gia en estos musculos. De hecho, se sabe desde hace anos que el compuesto de 
energia elevada que sufre una reduction mantenida durante la actividad muscu- 
lar es la creatina fosfato. Como sugiere su elevado potencial de transference de 
fosfato (vease la Figura 3.7), este compuesto es capaz de fosforilar el ADP de ma- 
nera muy eficaz. La reaction la cataliza la enzima creatina quinasa. 



La fuente de energia en el musculo 
rojo es la creatina fosfato, que 
regenera continuamente ATP cuando 
este se consume por la contraction 
muscular. 
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Dado que el equilibro esta muy desplazado hacia el lado derecho, practica- 
mente todo el adenilato muscular se mantiene en forma de ATP, en vez de ADP 
o AMP, en tanto en cuanto haya creatina fosfato disponible. El consumo de 
creatina fosfato durante el ejercicio, mientras se mantiene una concentration 



tabla 8.1 Comparacion del musculo estriado rojo y bianco 
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casi constante de ATP, se pone claramente de manifiesto en los estudios de 
RMN del musculo humano que se muestran en la Figura 12.14. 



ACTINA Y MIOSINA NO MUSCULARES 



El movimiento y los cambios de forma 
de muchos tipos de celulas se 
producer! mediante un sistema de 
actina-miosina no muscular. 



Aunque la actina y la miosina se han asociado tradicionalmente con el muscu- 
lo, en realidad, se han encontrado miembros de las familias de la actina y la mio- 
sina en la mayor parte de las celulas eucariotas, incluso aquellas que no tienen 
relacion alguna con los tejidos musculares. La actina y la miosina parecen de- 
sempenar funciones importantes en la motilidad celular y en los cambios de for- 
ma de la celula. La actina es un componente importante del citoesqueleto: la es- 
tructura fibrosa que existe en casi todos los tipos de celulas y que les confiere 
una forma especifica (Figura 8.16a). La tincion con anticuerpos fluorescentes 
muestra que la miosina esta tambien asociada con esta red (Figura 8.16b). La 
miosina de estas redes intracelulares tiene una secuencia distinta de la miosina 
muscular. En vez de formar filamentos gruesos, la miosina no muscular tiende 
a formar dimeros, interactuando con la actina citoplasmatica para formar el tipo 
de red contractil laxa que se muestra en el esquema de la Figura 8.16c. La con- 
traccion y relajacion organizadas de estas redes pueden dar lugar a una amplia 
variedad de movimientos y respuestas celulares, que incluyen el desplazamien- 
to ameboide. 

Otro proceso intracelular en el que parece participar un complejo contrac- 
til de actina-miosina intracelular es la citocinesis, la division de las celulas en las 




(a) (b) 



FIGURA 8.16 

Actina y miosina del citoesqueleto de los 
fibroblastos. (a) Fibras de actina 
detectadas mediante faloidina fluorescente, que 
se une de manera especifica a la actina. (b) 
Miosina en la misma celula, detectada 
mediante la inyeccion de un anticuerpo 
fluorescente. (c) Un posible mecanismo de la 
contractilidad del citoesqueleto. Las protefnas 
globulares (en verde) que unen las moleculas 
de actina entre sf y con la membrana celular se 
denominan filamina. 

(a. b) Tornado de B. M. Jockusch et al., en /. Cell Sci., Suppl. 14, 
editado por R. A. Cross y J. Kendrick-Jones, pp. 41-47 
(Cambridge: The Company of Biologists, Ltd., 1991). 
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fases finales de la mitosis (Capitulo 28). El proceso puede observarse clara- 
mente en el ovulo del erizo de mar, que es un modelo muy utilizado para estos 
estudios (Figura 8.17). Hacia el final de la mitosis, cuando los nucleos destina- 
dos a las celulas hijas estan claramente separados en los dos polos de la celula, 
se observa la aparicion de un anillo de indentation en la superficie celular, que 
define un piano perpendicular al huso mitotico. Este anillo se contrae, for- 
mando el pliegue de ruptura que finalmente divide a la celula en dos. La mi- 
croscopia electronica pone de relieve que el anillo esta formado por fibras y la 
tincion con anticuerpos fluorescentes indica que las fibras contienen actina y 
miosina. 

La participation de la miosina en la citocinesis se ha puesto de manifiesto de 
manera muy elegante por S. Inoue y sus colaboradores en el experimento que se 
muestra en la Figura 8.18. Tras experimentar una division el ovulo del erizo de 
mar, se inyectaron a la celula hija de la derecha anticuerpos antimiosina, que de- 
ben hacer que la miosina no sea funcional. Al cabo de 10 horas, la celula de con- 
trol (izquierda) habia sufrido muchas divisiones hasta elaborar medio em- 
brion. En la celula tratada, la mitosis continuo, como demuestran los muchos 
nucleos presentes, pero la citocinesis habia quedado completamente bloqueada. En 
consecuencia, la miosina es esencial para la citocinesis. 

El experimento demuestra otro hecho importante. Dado que la mitosis con- 
tinuo aun en la celula tratada con anticuerpos antimiosina, el proceso contrac- 
til que se produce en el huso mitotico no parece requerir la participation de la 
miosina. Se han publicado muchos estudios sobre la presencia de actina y mio- 
sina en el huso, y durante mucho tiempo se penso que eran esenciales para la se- 
paration de los cromosomas. Sin embargo, estos y otros experimentos indican 
que debe participar algun otro sistema contractil. Nos ocuparemos ahora de esta 
segunda clase general de sistemas generadores de motilidad. 



Sistemas de microtubulos para la motilidad 

Se utiliza una clase de sistemas de motilidad completamente diferente y no re- 
lacionada con los sistemas contractiles de actina-miosina en lugares tan diver - 
sos como el huso mitotico, los flagelos de los protozoos y los espermatozoides, 
y los axones nerviosos, por citar tan solo algunos. Estos sistemas estan formados 
por microtubulos, estructuras tubulares muy largas construidas a partir de una 
envoltura helicoidal de la proteina tubulina (Figura 8.19). Existen dos clases de 
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Ovulo de erizo de mar fertilizado, 
hacia el final de la division mitotica 
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figura 8.17 

Actina y miosina en la citocinesis. En 

este dibujo se muestra la citocinesis en un ovulo 
de erizo de mar fertilizado. El anillo contractil 
que divide la celula en dos es un complejo de 
actina-miosina situado inmediatamente por 
debajo de la membrana plasmatica. 

FIGURA 8.18 

La miosina es esencial para la citocinesis 
pero no para la mitosis, (a) Un embrion 
de erizo de mar en la fase de dos celulas. A la 
celula de la derecha se le han inyectado 
anticuerpos antimiosina; la gota de aceite 
indica el lugar de inyeccion. (b) Al cabo de 10 
horas, la celula de la izquierda ha tenido 
muchas divisiones, y ha formado la mitad de 
un embrion normal. En la celula de la derecha, 
la citocinesis ha quedado completamente 
bloqueada, pero la presencia de muchos 
nucleos nuevos indica que el proceso de la 
mitosis ha continuado. 

Cortesfa de D. P. Kiehart, I. Mabuchi y S. Inoue, j. Cell Biol. 
(1982) 94:165, con permiso de © Rockefeller University Press. 
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Los microtubulos son polfmeros 
tubulares helicoidales formados por 
dos tipos de subunidades de tubulina. 



24 nm 




subunidades a y /3 en azul y marron, 
respectivamente. El microtubulo puede 
considerarse una disposicion helicoidal de 
dfmeros a/3 o bien una estructura de 1 3 hileras 
paralelas de dfmeros aft. Estas hileras se 
denominan protofilamentos. 



subunidades de tubulina, a y j3, con un peso molecular de 55 000 cada una. 
Estan presentes en cantidades equimolares en el microtubulo, que puede con- 
siderarse una disposicion helicoidal de dimeros ce/3. Otra posibilidad es consi- 
derar el microtubulo formado por 13 filas o protofilamentos de unidades oc y j5 
alternadas. Dado que las unidades a y /3 son proteinas asimetricas, con una 
orientacion definida y reproducible en la fibra, el microtubulo tiene una direc- 
cionalidad definida. Se ha resuelto recientemente la estructura de los dimeros a/3 
de tubulina (vease en la Bibliografia Nogales et al). Las dos subunidades son 
muy semej antes como se esperaba de sus secuencias similares. 

El ensamblaje de los microtubulos tiene ciertas semej anzas con el de la ac- 
tina, pero requiere GTP en vez de ATP. Los dimeros oc/3 unen GTP y se asocian 
posteriormente para formar oligomeros. Estos oligomeros forman lugares de 
nucleacion para el crecimiento de los microtubulos (Figura 8.20). Un extremo, 
denominado extremo mas, crece con mayor rapidez que el otro, el extremo 
menos. Al igual que en la polimerizacion de la actina, el nucleotido se hidroli- 
za, pero se mantiene en el filamento. El ensamblaje final de un microtubulo fun- 
cional comporta generalmente la union de otras proteinas a su superficie. 
Algunas de estas proteinas asociadas a los microtubulos (MAP) desempenan, 
como veremos, funciones importantes. Otras MAP estabilizan la estructura de 
los microtubulos y/o estimulan la asociacion de los microtubulos en haces. La 
MAP tau (t) que se encuentra en el tejido neuronal es un miembro de esta fa- 
milia que ha acaparado bastante interes. La fosforilacion de tau da lugar a su di- 
sociacion de los microtubulos y su desestabilizacion. La hiperfosforilacion tie- 
ne un efecto mucho mas grave, ya que da lugar a la formacion de ovillos de 
filamentos T en los axones nerviosos, uno de los principales sintomas celulares 
de la enfermedad de Alzheimer. A su vez, esto puede implicar que la sintesis o 
la activacion de las enzimas (quinasas) inadecuadas implicadas en la fosforila- 
cion de tau pueden desencadenar el inicio de la enfermedad. Consideremos 
ahora algunas de las cosas que hacen los microtubulos. 

MOVIMIENTOS DE CILIOS Y FLAGELOS 

Muchas celulas eucariotas se impulsan por el batir de cilios y flagelos. Los cilios 
son mas cortos que los flagelos y producen un movimiento de remo coordina- 
do para mover un microorganismo a traves de la disolucion (Figura 8.21a). Los 



FIGURA 8.20 

Ensamblaje de los 

microtubulos. Durante un perfodo inicial, 
los dfmeros aj3 forman oligomeros lo 
suficientemente grandes como para nuclear la 
formacion de la fibra. A continuacion, los 
microtubulos van creciendo hasta emplear la 
mayor parte de los dfmeros libres y se alcanza 
un equilibrio entre el crecimiento y la 
disociacion. Para mayor simplicidad, 
mostramos el crecimiento tan solo en uno de 
los extremos, ya que el crecimiento es mas 
rapido en el extremo mas. 

Tornado de Alberts et al.. Molecular Biology of the Cell (Nueva 
York: Garland Publishing, 1994), fig. 16.23. © 1994 Garland 
Publishing. 
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flagelos eucariotas, como las colas de los espermatozoides, son mas largos e 
impulsan a la celula mediante un movimiento ondulante (Figura 8.21b). Las es- 
tructuras de los dos tipos de apendices moviles tienen muchos elementos en co- 
mun (Figura 8.22). Todos ellos contienen un haz de microtubulos muy orga- 
nizado al que se denomina axonema, que esta envuelto por una prolongation de 



FIGURA 8.21 

Cilios y flagelos. (a) El protozoo 
Tetrahymena esta cubierto por hileras de cilios. 
(b) Un espermatozoide del tunicado Ciona. En 
una serie de fotograffas realizadas a intervalos 
regulares se observa la manera en la que las 
ondulaciones del flagelo impulsan al 
espermatozoide. 
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FIGURA 8.22 

Ultraestructura de un cilio. (a) FotografTa de 
microscopia electronica de un corte longitudinal de un 
cilio, en la que se observan los microtubulos que 
transcurren a lo largo del apendice. (b) Dibujo 
esquematico de la estructura de un cilio. (c) FotografTa 
de microscopia electronica de un corte transversal del 
axonema, en la que se observa la disposicion 9 + 2 de 
los dobletes externos y de los tubulos internos. 



(a) Cortesfa de U. W. Goodenough, ). Cell Biol. (1983) 96:1610, 
con permiso de © Rockefeller University Press; (b) cortesfa de 
C. J. Brokaw, California Institute of Technology. 
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(a) © Photo Researchers; (<> cortesfa de W. L. Dentler, Universidad de 
Kansas/BPS. 
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Muchos tipos de celulas son 
impulsadas por cilios o flagelos que 
contienen microtubulos. 



La flexion de cilios y flagelos se realiza 
mediante el deslizamiento de 
microtubulos que se cruzan 
impulsados por la dineina. 



la membrana plasmatica y conectado a un cuerpo basal, una estructura de an- 
claje en el interior de la celula. 

La estructura interna del axonema es realmente notable. Como se observa en 
el corte transversal de la Figura 8.22c, la caracteristica mas evidente es la dis- 
position de los microtubulos, que se denomina formation 9 + 2: dos microtu- 
bulos centrales rodeados por nueve dobletes de microtubulos. Los microtubu- 
los individuales del centro estan completos, y cada uno posee 13 protofilamentos 
de dimeros de tubulina or /I En cambio, cada uno de los nueve dobletes circun- 
dantes esta formado por un microtubulo completo (fibra A) al que se fusiona 
un microtubulo incompleto, que solo contiene 10 u 11 protofilamentos (fibra 
B). Una observation mas detallada de las fotografias de microscopia electroni- 
ca descubre una complejidad aun mayor, como se muestra en la Figura 8.23. Los 
dobletes exteriores estan interconectados de manera periodica por una protei- 
na denominada nexina y tienen a intervalos regulares unos brazos laterales for- 
mados por la proteina dineina. Ademas, existen unos radios, formados por una 
cabeza y un brazo, que se proyectan desde los dobletes externos para conectar- 
los con el par de tribulos centrales. 

La complejidad total de la estructura del axonema solo se observa median- 
te estudios de electroforesis en gel de axonemas aislados. En ellos pueden sepa- 
rate unos 200 polipeptidos. El analisis indica que hay como minimo 6 protei- 
nas en las cabezas de los radios y otras 1 1 en los brazos de los radios. Gran parte 
de este aparato parece intervenir directamente en los movimientos de batido de 
cilios y flagelos. Si se anade ATP a los axonemas aislados, puede verse como los 
dobletes adyacentes se deslizan uno respecto al otro. El mejor modelo de que ac- 
tualmente disponemos sostiene que este deslizamiento se produce mediante el 
“caminar” de los brazos laterales de dineina a lo largo del doblete adyacente 
(Figura 8.24a). Los dobletes se deslizan cruzandose primero en un lado del 
axonema y luego en el otro, de tal manera que la longitud del deslizamiento esta 
limitada por los radios centrales y los conectores de nexina. De esta forma, el 
deslizamiento de los dobletes se transforma en un cimbreo hacia atras y hacia 
delante de todo el cilio o el flagelo (Figura 8.24b). Si se eliminan las conexiones 
dentro del axonema mediante una proteolisis cuidadosa, el ATP hace simple- 
mente que los axonemas se alarguen y adelgacen, ya que los dobletes exteriores 
se deslizan cruzandose sin que exista ningun punto de detention. 

Se ha demostrado que la dineina tiene actividad ATPasa, con la union del 
ATP asociada a la ruptura de los puentes cruzados de dineina. Existe una se- 
mejanza evidente entre los mecanismos de batido de cilios y flagelos y el cami- 



FIGURA 8.23 

Diagrama de la seccion transversal de un 
axonema. Los brazos de dinefna poseen 
actividad ATPasa y pueden hacer que los 
dobletes adyacentes se deslicen unos respecto 
a otros. Las conexiones de nexina entre los 
dobletes y el sistema radial dan estabilidad al 
conjunto completo. 



Par central de 
microtubulos 




Conexion de 
nexina entre 
dobletes 



Doblete de r" Subfibra A 
microtubulos { 
externos (Subfibra 



Brazos 

laterales 



Membrana plasmatica 



Radio 



Proyecciones desde 
el par central 



SISTEMAS DE MICROTUBULOS PARA LA MOTILIDAD 



303 





(a) “Caminar” del microtubulo 



Subfibra A 
Subfibra 



Brazos 
de dineina 




(b) Flexion del cilio o del flagelo producida por el caminar 
de los microtubulos 



nar de las cabezas de miosina impulsado por el ATP a lo largo de la flbra de ac- 
tina, y parece existir semejanza entre los dos sistemas en cuanto a la estructura 
proteica. De hecho, la dineina se asemeja a la cabeza SI de la molecula de mio- 
sina. 

TRANSPORTE INTRACELULAR 

En un tiempo se penso que todo el transporte de sustancias dentro del cito- 
plasma de las celulas se produce mediante difusion simple. Actualmente se sabe 
que algunas proteinas y organulos se transportan rapidamente a grandes dis- 
tances a lo largo de los microtubulos, que actuan como pistas que dirigen y fa- 
cilitan el movimiento. 

Los datos mas claros que existen al respecto proceden de los estudios del 
transporte en los axones, las proyecciones largas que permiten a una celula 
nerviosa entrar en contacto con otra. Dado que los axones nerviosos pueden te- 
ner muchos centimetros de longitud, no es posible que se produzca un movi- 
miento suficientemente rapido de sustancias entre el cuerpo celular y el extre- 
mo del axon mediante difusion. El problema puede estudiarse directamente con 
el empleo del nervio ciatico de mamifero, que tiene unos axones muy largos que 
parten del cuerpo celular en la medula espinal. Si se inyectan aminoacidos mar- 
cados radiactivamente en el cuerpo celular, estos se incorporan a las proteinas 
por los ribosomas de las celulas. Al cabo de un cierto tiempo, puede seccionar- 
se el axon y determinarse la posicion de las proteinas de nueva formacion, 
marcadas radiactivamente. Este metodo pone de manifiesto que, aunque la ra- 
pidez del transporte presenta grandes variaciones, algunas proteinas, especial- 
mente aquellas asociadas con las vesiculas lipidicas, se desplazan con una rapi- 
dez de hasta 40 cm/dia, mucho mas deprisa de lo que cabria esperar que 
sucediera mediante difusion. 

Los avances recientes de la microscopia que emplea la television han per- 
mitido estudiar estos procesos dinamicos con mas detalle. Como se observa en 
la Figura 8.25, realmente pueden verse pequenas vesiculas u organulos com- 



FIGURA 8.24 

Modelo de la flexion de los cilios y 
flagelos. (a) Los dobletes de los 
microtubulos aislados pueden "caminar", unos 
sobre otros formando y rompiendo los 
contactos del brazo de dinefna, si hay ATP. (b) 
La flexion hacia uno y otro lado de un cilio o 
un flagelo se produce mediante 
"desplazamientos", cortos de los microtubulos 
en los lados opuestos del apendice. Los 
desplazamientos largos se evitan mediante las 
conexiones cruzadas entre los microtubulos. 



Algunos organulos y otros objetos se 
transportan en el interior de las celulas 
siguiendo "pistas" moleculares de 
microtubulos o fragmentos de actina. 
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pletos que se desplazan a lo largo de los haces de microtubulos en un axon. El 
transporte a lo largo de los microtubulos se produce en ambas direcciones, y 
siempre mediante el enganche de “mo tores moleculares” a los objetos que se van 
a transportar. Estos motores son de dos tipos. Uno de ellos, denominado dinei- 
na citoplasmatica, se parece a la dineina que participa en el movimiento de ci- 
lios y flagelos (vease el apartado anterior) y se encarga del transporte desde el ex- 
tremo mas del microtubulo hacia el extremo menos. El otro, denominado 
cinesina, se utiliza para transportar objetos en sentido contrario. La cinesina y 
la dineina citoplasmatica representan familias de proteinas con funciones de 
transporte semej antes aunque diferentes en una amplia variedad de tipos celu- 
lares. Las dos proteinas tienen una estructura semej ante y cierta semej anza con 
la familia de la miosina. En la Figura 8.26, que representa la estructura del di- 
mero de cinesina, puede verse esta semejanza. Como en la miosina, hay dos gru- 
pos de cabeza, conectados por una cola de ovillo aleatorio extendida. Ademas, 
hay dos cadenas ligeras asociadas cuya funcion se desconoce (no se muestran en 
la Figura 8.26). Los estudios detallados del movimiento de la cinesina y la di- 
neina sobre los microtubulos senalan que “caminan” a lo largo de la pista de mi- 
crotubulos, con un tamano de paso de unos 8 nm, que es exactamente la dis- 
tancia desde un dimero de tubulina al siguiente. En la Figura 8.27, se ilustra un 
modelo que se ha propuesto para el ciclo de paso de la dineina, en el que se su- 
pone que la molecula pivota, engranando un grupo de cabeza y luego el otro a 
los monomeros de tubulina. La cola helicoidal de la molecula la conecta con 
cualquier cosa “cargada” que esten transportando la dineina o cinesina, quizas 
a traves de proteinas asociadas (que pueden incluir a las cadenas ligeras). 



Movimiento en las pistas de los 
microtubulos. Una serie de imagenes de 
video obtenidas a intervalos regulares pone de 
manifiesto el movimiento bidireccional de las 
vesfculas de organulos en un unico filamento 
de microtubulo del axon gigante del calamar. 
Los dos organulos (senalados con los triangulos 
rojos abiertos y solidos) se desplazan en 
direcciones contrarias y se cruzan. El tiempo 
transcurrido (s) se indica en el angulo superior 
derecho de cada imagen. 



B. J. Schnapp, R. D. Vale, M. SheetzyT. S. Reese, Ce//(1985) 
40:455-462. © 1985 Cell Press. 



FIGURA 8.26 



El dimero de cinesina. Las regiones 
globulares estan unidas mediante un ovillo 
enrollado de helice a (rojo). La porcion verde 
de cada region globular participa en la union a 
la tubulina. En naranja se presentan las 
moleculas de ADP unidas. 



Adaptado de E. Mandelkow y A. Hoenger, Curr. Opin. Cell. Biol. 
(1999) 11:34-44. 
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Hay tambien pruebas claras de otro mecanismo de transporte mas en el ci- 
toplasma. La observation atenta de los movimientos de los organulos en los mi- 
crotubulos en el axoplasma del calamar ha demostrado que algunos organulos 
realizan periodicamente movimientos lineales cortos, con cambios bruscos de 
direction, en regiones donde no pueden observarse microtubulos. Esta investiga- 
tion ha llegado a la conclusion de que el movimiento puede producirse tambien 
en algunas o todas las fibras de actina que son comunes en esta y otras celulas. 
Estudios mas detallados han demostrado que aqui los motores son miosinas es- 
peciales y que un organulo puede tener cinesina y miosina simultaneamente. La 
observation plantea la interesante idea de que mientras los microtubulos pue- 
den constituir las “autopistas” para el transporte intracelular, las fibras de acti- 
na pueden ser las “carreteras locales”. Evidentemente, es mucho lo que sucede en 
el interior de las celulas que tan solo ahora estamos empezando a comprender. 

MICROTUBULOS Y MITOSIS 



Modelo del movimiento de la cinesina 
en un microtubulo. Las subunldades a y /3 
de los microtubulos se presentan con esferas 
marrones y verdes, respectivamente. Los 
sfmbolos T y D senalan la presencia de ATP y 
ADP, respectivamente. La union de ATP a una 
cabeza de cinesina se presume produce una 
rotacion del dfmero, llevando la cabeza con el 
ADP (D) donde este puede contactar con el 
siguiente dfmero de tubulina. La union da 
lugar a la perdida de ADP de su subunidad. La 
hidrolisis del ATP en la otra cabeza permite 
liberarlo de la tubulina, comenzando el ciclo 
de nuevo. Se hidroliza un ATP por cada paso 
de 8 nm. Observese la semejanza del 
mecanismo con la accion de la miosina. 

Adaptado de J. Howard, Nature (1997) 389:561-567. © 1997 
Macmillan Magazines, Ltd. 



Los estudios indican que el huso mitotico (vease el CapiUtlo 28) esta formado 
principalmente por microtubulos. Concretamente, diversas situaciones que 
bloquean la formation de los microtubulos (determinados alcaloides de las 
plantas, la temperatura baja, la presion elevada) impiden tambien la formation 
del huso y la finalization de la mitosis. El huso mitotico contiene microtubulos 
que cumplen diversas funciones (Figura 8.28). Algunos de ellos, denominados 
microtubulos polares, se extienden entre los centriolos y parecen separarlos. 
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figura 8.28 

Microtubulos en el huso mitotico. La 

separacion tanto de ios centrfolos como de las 
cromatidas durante la mitosis parece realizarse 
mediante los microtubulos del huso. Los 
microtubulos polares tienen una estructura 
radial a partir de los centrfolos y parecen 
empujarles separandolos. Los microtubulos 
cinetocoricos surgen de puntos situados cerca 
del cinetocoro de cada cromosoma y se cree 
que traccionan de las cromatidas hacia los 
centrfolos. 
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La separacion de los cromosomas en la 
mitosis la realizan los microtubulos. 



Otros, los microtubulos cinetocoricos, estan unidos a los cinetocoros de los cro- 
mosomas y parecen traccionar de las cromatidas hacia los polos en la telofase. 

No se conoce todavia bien el mecanismo por el que se genera el movimien- 
to de los microtubulos para realizar el complejo proceso de la mitosis, aunque 
es un tema objeto de muchos estudios. Ha quedado claro que participan varios 
miembros de las familias de la cinesina y la dineina citoplasmaticas y que du- 
rante el proceso se empujan y se estiran los microtubulos. 



Motilidad bacteriana: proteinas rotatorias 



Algunas bacterias se desplazan por la 
rotacion de flagelos, utilizando 
motores de rotacion moleculares que 
se encuentran en la membrana celular. 



Es adecuado concluir este capitulo examinando un sistema que carece casi de ri- 
val en cuanto a su elegancia y simplicidad. En la motilidad bacteriana encon- 
tramos un mecanismo que nunca hubieramos creido si las pruebas no fueran 
irrefutables. El flagelo de las bacterias es una fibra helicoidal a derechas, formada 
casi enteramente por una proteina fibrosa, la flagelina. No contiene microtu- 
bulos, actina, miosina ni sistema contractil alguno. Sin embargo, durante mu- 
chos anos se supuso que el flagelo bacteriano realizaba movimientos de fle- 
xion en el piano, como los de las colas de los espermatozoides. Fue pues una 
sorpresa para los investigadores observar que, en realidad, realiza una rotacion. 
Este mecanismo se puso de relieve de una forma muy sencilla al pegar el flage- 
lo de una bacteria a una lamina de vidrio mediante anticuerpos antiflagelina. 
Dado que el flagelo no podia ya rotar, era la bacteria la que lo hacia. 

En la Figura 8.29 se muestra la notable estructura que une el flagelo a la bac- 
teria y genera la rotacion. La fibra del flagelo esta unida mediante una estructura 
de gancho a un cilindro que pasa a traves de un “cojinete” de la membrana bac- 
teriana externa y penetra en la membrana interna, donde acaba en un “rotor” 
con varias subunidades, que esta rodeado por un anillo “estator”. Cada uno de 
estos componentes esta formado por moleculas proteicas, la mayoria de las 



FIGURA 8.29 

Estructura del motor flagelar 
bacteriano. Los componentes que 
corresponden a protefnas especfficas se 
denominan de la forma siguiente: Fig E y FlgG 
forman el cilindro y el gancho, 
respectivamente. El cilindro pasa a traves de 
dos "casquillos" (FlgH y Flgl), que lo conectan 
a la membrana externa y a la capa de 
peptidoglucano (vease el Capftulo 9), 
respectivamente. A continuacion, el cilindro 
conecta con el rotor (FliF, FUG), que gira dentro 
de un estator formado por MotA y MotB. Los 
protones pasan a traves de MotA, dentro del 
citoplasma, para impulsar el motor. El elemento 
FliM,N forma el "interruptor" que puede 
invertir el motor. Las partes moviles se 
presentan en rojo o rosa y las partes 
estacionarias, en azul. 

Adaptado de H. C. Berg, Biophys. J. (1995) 68:1 63s-l 67s. 
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cuales ya se han caracterizado. En otras palabras, el flagelo se hace rotar me- 
diante un motor ultramicroscopico, formado en su totalidad por subunidades 
proteicas. En cierto sentido, es un motor electrico, ya que la fuerza impulsora 
procede de los protones que se desplazan a traves de la membrana interna de la 
bacteria. El gradiente de protones se genera por la hidrolisis del ATP (vease el 
Capitulo 15). El motor gira a unas 60 revoluciones por segundo y requiere el 
paso de unos 1000 protones por revolution. Estos motores rotatorios parecen 
ser muy frecuentes en biologia y presentan una gran variedad de funciones y 
mecanismos. Determinadas bacterias marinas se mueven utilizando motores 
impulsados por flujos de iones sodio en lugar de flujos de protones. Por otro 
lado, en la mayoria de los organismos, se emplean flujos de protones a traves de 
un dispositivo rotatorio para generar el ATP del metabolismo oxidativo, de la 
forma que se describira en el Capitulo 15. 

El motor flagelar tiene aun otra propiedad notable: puede invertir su movi- 
miento, es decir, puede provocar la rotacion del flagelo en el sentido de las agu- 
jas del reloj o en el sentido contrario. Esta capacidad es importante para la 
bacteria, puesto que permite que se produzcan movimientos rectilineos cons- 
tantes y cambios de direccion. Si los multiples flagelos rotan todos en sentido 
contrario a las agujas del reloj (Figura 8.30a), el sentido de su helice a derechas 
les empuja reuniendolos. Tienden a colocarse juntos formando un haz e im- 
pulsan a la bacteria en linea recta, en un movimiento que se denomina carrera. 
Pero si los flagelos rotan en el sentido de las agujas del reloj (Figura 8.30b), se 
apartan de la superficie y traccionan en todas direcciones. El resultado es que la 
bacteria realiza un movimiento de volteo. 

Escherichia coli y otras bacterias con flagelos presentan una respuesta a los 
productos quimicos a la que se denomina quimiotaxia. (El fenomeno general de 
la taxia, que se da de manera muy generalizada en los mundos animal y vege- 
tal, comprende la realization de movimientos en respuesta a estimulos exter- 
nos.) Las bacterias quimiotacticas se desplazan preferentemente hacia los atra- 



FIGURA 8. BO 

Efecto de la direccion de rotacion 
flagelar. Estas fotograffas de microscopia 
electronica y los diagramas adjuntos muestran 
como la direccion de rotacion flagelar afecta a 
una bacteria que dispone de varios flagelos. 

(a) Si los flagelos rotan en sentido contrario a 
las agujas del reloj, su estructura helicoidal a 
derechas hace que se junten en un haz e 
impulsen a la bacteria en Ifnea recta (carrera). 

(b) Cuando la rotacion es en el sentido de las 
agujas del reloj, los flagelos se dispersan en 
todas las direcciones y la bacteria realiza volteos 
a I azar. 

Fotograffas de microscopia electronica cortesfa de R. M. McNab 
y M. K. Ornston, /. Mol. Biol. (1 977) 1 1 2:1 -30. © 1 977 
Academic Press. 
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FIGURA 8.31 

Movimiento quimiotactico de las bacterias. (a) En ausencia de 
atrayentes o repelentes, la bacteria se detiene y realiza volteos de manera 
frecuente, iniciando cada vez una nueva direccion aleatoria del movimiento. 
(b) Cuando existe un gradiente de un atrayente, el desplazamiento de la 
bacteria hacia el atrayente tiende a mantenerse durante penodos de tiempo 
mas prolongados sin realizar volteos. (c) Un gradiente de un repelente tiene 
el efecto contrario y favorece los desplazamientos prolongados en direccion 
contraria al origen del repelente. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, The World of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: 
Addison Wesley Longman, 2000). © Addison Wesley Longman, Inc. 





(b) 



Volteo 




(c) 

yentes, como los nutrientes, y se alejan de los repelentes, como los productos to- 
xicos. En la actualidad, podemos describir la quimiotaxia bacteriana mediante 
los movimientos de carrera y volteo (Figura 8.31). En un medio neutro y uni- 
forme, se producen periodos de carrera de unos segundos de duration, que se 
alternan con periodos breves de volteo, y la bacteria se desplaza de manera alea- 
toria (Figura 8.31a). La presencia de un gradiente de un nutriente o de un re- 
pelente nocivo desplaza esta distribution de carrera y volteo. Si una bacteria se 
mueve en la direccion de un gradiente de nutriente, el movimiento de volteo se 
retarda, con lo que se produce un movimiento neto hacia el origen de la nutri- 
tion (Figura 8.31b). Y a la inversa, una bacteria que se aleja de un repelente con- 
tinua haciendolo durante un periodo superior al habitual antes de voltearse, con 
lo que se produce una reaction de evasion (Figura 8.31c). 

Estas observaciones implican que las bacterias flageladas deben poseer algun 
mecanismo de perception de los gradientes de atrayentes o de repelentes, y 
han de ser capaces de transmitir esta information a los motores de sus flagelos. 
Y en realidad es asi. No disponemos de espacio para describir aqui este notable 
mecanismo. El lector interesado puede consultar las citas bibliograficas que se 
incluyen al final del capitulo. 



RESUMEN 



En los animales existen diversos sistemas de proteinas macromoleculares que 
convierten la energia del ATP en trabajo fisico. Un ejemplo importante es el sis- 
tema actina-miosina del musculo. En este tejido, los filamentos interdigitados de 
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actina y miosina se desplazan unos sobre otros mediante la fljacion, el despla- 
zamiento y el desprendimiento de puentes cruzados de miosina. La contraccion 
muscular se estimula por la entrada de calcio, que produce un reordenamien- 
to de las proteinas asociadas con la actina. El origen directo de la energia con- 
tractil es el ATP, y el deposito final de la energia es la creatina fosfato. 

Existen tambien otros muchos sistemas no musculares para producir mo- 
vimiento y realizar trabajo. Muchos tipos de movimiento celular, como el des- 
plazamiento ameboide y la citocinesis, utilizan actina y miosina no musculares. 
Por otro lado, los flagelos y los cilios se impulsan mediante el deslizamiento, im- 
pulsado por el ATP, de los microtubulos, que son filamentos formados por la 
polimerizacion de tubulina. Los microtubulos realizan otras muchas funciones, 
como la de actuar como “caminos” para el transporte de organulos y proteinas 
en el interior de las celulas, y producir la separacion de los cromosomas en la 
mitosis. 

Existe un motor molecular notable que produce la rotacion de los flagelos de 
las bacterias. Este motor, al revertir la direccion de su movimiento, puede hacer 
que la bacteria realice un volteo y cambie su direccion de movimiento, y busque 
asi nuevas direcciones en las que encontrar los nutrientes o evitar las sustancias 
toxicas. 



BIBLIOGRAFIA 



General 

Cook, R. (Coordinador de la Discusion) (1995) The Seventh Biophysi- 
cal Discussion: Molecular Motors, Structure, Mechanics, and Energy 
Transduction. Suplemento del Volumen 68 de Biophysical Journal. 
Una coleccion excelente de trabajos cortos y resumenes, que se 
completa con una discusion por los miembros de la reunion. 

Cross, R. A. y J. Kendrick-Jones, eds. (1991) Motor Proteins: Supple- 
ment 14 of the Journal of Cell Science. The Company of Biologists, 
Ltd., Cambridge. Una esplendida coleccion de articulos. Aproxi- 
madamente la mitad se refieren al sistema actina-miosina, y la 
otra mitad al transporte en los microtubulos. 

Musculo 

Rayment, I. y H. M. Holden (1994) The three-dimensional structu- 
re of a molecular motor. Trends Biochem. Sci. 19:129-134. 

Spudich, J. (1994) How molecular motors work. Nature 372:515- 
518. Un breve resumen (la mayor parte sobre el musculo) por 
una autoridad en la materia. 

Stroud, R. M. (1996) Balancing ATP in the cell. Nature Struct. Biol. 
3:567-569. La estructura de la cretina quinasa establecida recien- 
temente clarifica el mecanismo por el que los compuestos que 
participan en la production de energia se canalizan desde la mi- 
tocondria al citoplasma. 

Yanagida, T. y A. Ishijima (1995) Forces and steps generated by sin- 
gle myosin molecules. Biophys. J. 68:312s-320s. 

Microtubulos, dineina y cinesina 

Amos, L. W., R. W. Lincky A. Klug (1976) Molecular structure of fla- 
gellar microtubules. En: Cell Motility, editado por R. Goldman, T. 
Pollard y J. Rosenbaum, pp. 847-868. Cold Spring Harbor Press, 
Cold Spring Harbor, N.Y. Un articulo clasico sobre la estructura 
de los microtubulos. 



Goodenough, U. y J. E. Heuser (1985) Substructure of inner dynein 
arms, radial spokes, and the central pair/projection complex of 
cilia and flagella. /. Cell Biol. 100:2008-2018. 

Hirokawa, N., Y. Noda y Y. Okada (1998) Kinesin and dynein super- 
family proteins in organelle transport and cell division. Curr. 
Opin. Cell Biol. 10:60-73. 

Nogales, E., S. C. Wolf y K. H. Downing (1998) Structure of the ap 
tubulin dimer by electron crystallography. Nature 391:199-203. 

Schnapp, B. J., R. D. Vale, M. P. Sheetz y T. S. Reese (1985) Single mi- 
crotubules from squid axoplasm support bidirectional move- 
ment of organelles. Cell 40:455-462. Un estudio precursor. 

El motor bacteriano y la quimiotaxia 

Berg, H. C. (1995) Torque generation by the flagellar rotary motor. 
Biophys. J. 68: 163s- 167s. 

Meister, M., G. Lowe y H. C. Berg (1987) The proton flux through 
the bacterial flagellar motor. Cell 49:643-650. 

Schuster, S. C. y S. Kahn (1994) The bacterial flagellar motor. Annu. 
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 23:509-539. 

Segall, J. E., S. M. Block y H. C. Berg (1986) Temporal comparisons 
in bacterial chemotaxis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8987-8991. 

Wolfe, A. J., M. P. Conley, T. J. Kramer y H. C. Berg (1987) 
Reconstitution of signaling in bacterial chemotaxis. J. Bacteriol. 
169:1878-1885. 



PROBLEMAS 



1. Un sarcomero caracteristico relajado tiene unos 2.3 pm de lon- 
gitud y se contrae hasta una longitud de unos 2 pm. En el in- 
terior del sarcomero, los filamentos finos tienen una longitud 
de aproximadamente 1 /im y los filamentos gruesos de alrede- 
dor de 1.5 pm. 

(a) Describa el solapamiento de los filamentos gruesos y fi- 
nos en el sarcomero relajado y contraido. 
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(b) Un “paso” individual por una cabeza de miosina en un ci- 
clo tracciona del filamento fino alrededor de 15 nm. 
^Cuantos pasos debe realizar cada fibra de actina en una 
contraccion? 

2. Cada gramo de musculo esqueletico de mamifero consume 
ATP a un ritmo de aproximadamente 1 X 10~ 3 mol/min 
durante la contraccion. Las concentraciones de ATP y de crea- 
tina fosfato del musculo son de aproximadamente 4 mM y 
25 mM, respectivamente, y la densidad del tejido muscular es de 
1.2 g/cm 3 . 

(a) ^Durante cuanto tiempo podria mantenerse la contraccion 
solo con ATP? 

(b) Si toda la creatina fosfato se convirtiera en ATP y se utili- 
zara tambien, ^durante cuanto tiempo podria continuar la 
contraccion? 

(c) iQue le indican estas respuestas? 

3. Se sabe que el farmaco citocolasina se une a los extremos de las 
fibras de actina. Carece de efecto en la contraccion del muscu- 
lo estriado, pero inhibe por completo la motilidad y los cambios 
de forma celular en las celulas eucariotas. ^Que sugieren estas 
observaciones? 

*4. La tubulina une GTP, y la polimerizacion de un microtubulo se 
estimula de manera intensa cuando una molecula de tubulina 
del extremo de crecimiento lleva unida GTP. La tubulina tiene 
tambien actividad GTPasa, con un numero de recambio bajo. 
Los microtubulos que llevan GDP en sus extremos es mas pro- 



bable que pierdan monomeros de tubulina. Indique de que 
manera estos hechos pueden explicar la notable observation de 
que a determinadas concentraciones de GTP, algunos microtu- 
bulos de una mezcla creceran mientras que, al mismo tiempo, 
otros se encogen. 

*5. Suponga que un organulo esferico de 0.1 pm de diametro esta 
siendo transportado a lo largo de un microtubulo por la cine- 
sina a una velocidad de 10 pm/min. Calcule la distancia maxi- 
ma que puede desplazarse por la hidrolisis de una molecula de 
ATP, suponiendo un valor de AG = -40 kj/mol en condiciones 
celulares. [Pista: Consulte Herramientas de la Bioquimica 5 A y 
observe que la fuerza resultante sobre una particula en movi- 
miento viene dada por fv, en donde v es la velocidad y /el coe- 
ficiente de friction. Para las esferas, /= 67irjr, en donde res el 
radio y 17 es la viscosidad del medio. Puede considerar que la 
viscosidad del citoplasma es de aproximadamente 0.5 kg/s • m, 
que corresponde a 5 veces la viscosidad del agua. Por ultimo, re- 
cuerde que trabajo (energia) = fuerza X distancia.] 

*6. En el momenta actual, existe controversia con relation a la dis- 
tancia que los filamentos de actina y miosina pueden deslizar- 
se uno sobre otro como consecuencia de la hidrolisis de una 
molecula de ATP. A cargas elevadas, el resultado parece ser con- 
sistente con la longitud del golpe (unos 10 nm), pero a cargas 
bajas algunos investigadores han apuntado distancias mucho 
mayores. Comente el problema de acuerdo con el modelo que 
se ha propuesto en la Figura 8.11. 



CAPITULO 9 



Hidratos de carbono 



Pasamos ahora al tercer gran grupo de moleculas biologicas, 
los hidratos de carbono o sacaridos. Muchas de estas sustancias le seran ya fa- 
miliares. Los hidratos de carbono mas sencillos son moleculas monomericas pe- 
queiias, los monosacaridos, que comprenden los azucares simples como la glu- 
cosa (Figura 9.1a). Otros hidratos de carbono importantes son los que se forman 
mediante la union de estos monosacaridos. Si solo interviene en el proceso un 
numero reducido de unidades monomericas, la molecula se denomina un oli- 
gosacarido. Un ejemplo es la maltosa (Figura 9.1b), disacarido formado por la 
union de dos moleculas de glucosa. Los polimeros largos de monosacaridos, 
como la amilosa del almidon (Figura 9.1c), se denominan polisacaridos. Existen 
muchos tipos de polisacaridos, algunos de los cuales son polimeros complejos 
formados por muchos tipos de monomeros de azucar. 

Los sacaridos reciben tambien el nombre mas conocido de hidratos de carbono 
porque muchos de ellos pueden representarse con la formula estequiometrica sim- 
ple (CH 2 0)„. Esta denomination se dio por primera vez cuando los quimicos co- 
nocian tan solo la estequiometria de los sacaridos y pensaban que eran “carbonos 
hidratados”. Sin embargo, esta formula es una simplification excesiva, ya que mu- 
chos sacaridos estan modificados y algunos contienen grupos amino, sulfato y fos- 
fato. No obstante, todos los compuestos que se describen en este capitulo o bien tie- 
nen esta formula o bien pueden obtenerse a partir de sustancias que la tienen. 

Los sacaridos desempenan una gran variedad de funciones en los organis- 
mos vivos. De hecho, el principal ciclo energetico de la biosfera depende en gran 
parte del metabolismo de los hidratos de carbono. Antes de pasar a la estructura 
de los hidratos de carbono, echemos una breve mirada a este ciclo, que se mues- 
tra en la Figura 9.2. En la fotosintesis, las plantas captan C0 2 de la atmosfera y 
lo “fijan” en hidratos de carbono. La reaction basica puede describirse (de una 
manera enormemente simplificada) como la reduction del C0 2 a hidratos de 
carbono, en este caso representados por la glucosa, producida por la luz. Gran 
parte de estos hidratos de carbono se almacena en las plantas en forma de al- 
midon o celulosa. Los animales obtienen los hidratos de carbono ingiriendo las 
plantas o los animales herbivoros. Asi pues, los hidratos de carbono sintetizados 
por las plantas pasan a ser en ultima instancia las principales fuentes de carbo- 






Los hidratos de carbono son 
compuestos que tienen la formula 
estequiometrica (CH 2 0) n o son 
derivados de estos compuestos. 



La formation de los hidratos de 
carbono en la fotosintesis y la 
oxidation en el metabolismo 
constituyen juntos el principal ciclo 
energetico de la vida. 
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FIGURA 9.1 

Hidratos de carbono representatives. Los tres compuestos que se muestran aquf estan formados unicamente por C, H y O, y la glucosa es 
el monomero que forma el oligomero y el polfmero. (a) Glucosa, un monosacarido. (b) Maltosa, un disacarido que contiene dos unidades de 
glucosa. (c) Parte de una molecula de amilosa, un polfmero de glucosa. 




Ciclo energetico de la vida. En la 

fotosfntesis, las plantas utilizan la energfa de la 
luz solar para combinar dioxido de carbono y 
agua en hidratos de carbono, liberando oxfgeno 
en el proceso. En la respiracion, tanto las plantas 
como los animales oxidan los hidratos de 
carbono elaborados por las plantas, liberando 
energfa y volviendo a formar C0 2 y H 2 0. 



no de todos los tejidos animales. En la otra mitad del ciclo, tanto las plantas 
como los animales realizan, a traves del metabolismo oxidativo, una reaction 
que es esencialmente la inversa de la fotosintesis, mediante la cual producen de 
nuevo C0 2 y H 2 0 (Figura 9.2). Esta oxidation de los hidratos de carbono es el 
principal proceso de generation de energia del metabolismo. El papel central 
que desempenan los hidratos de carbono es evidente si tenemos en cuenta que 
el elemento basico de la alimentation de la mayor parte de los seres humanos es 
el almidon de los alimentos vegetales como el arroz, el trigo o las patatas. 
Incluso la carne que consumimos, en ultima instancia, puede llegar a atribuir- 
se en gran parte a los hidratos de carbono que ingieren los animales que pastan. 

Por cruciales que sean el almacenamiento y la generation de energia, no son 
estas las unicas funciones de los hidratos de carbono. Muchos materiales estruc- 
turales biologicos son polisacaridos en parte o en su totalidad. Como ejemplos im- 
portantes de ello cabe citar la celulosa de las plantas lenosas, las paredes celulares 
de las bacterias, y los exoesqueletos de los insectos y otros artropodos. Ademas, los 
polisacaridos de las superficies celulares o los que estan adheridos a las proteinas 
facilitan el reconocimiento molecular. Entre los ejemplos, estan los procesos muy 
especificos como la union de los virus o los anticuerpos a determinadas celulas. 
Asi pues, al igual que las proteinas, los hidratos de carbono son moleculas extre- 
madamente versatiles, esenciales para todo tipo de organismo vivo. 
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FIGURA 9.4 

Interconversion aldosa-cetosa a traves de un intermediario enediol. 

El intermediario es inestable y no puede aislarse. 
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Iniciamos nuestra exposition de los hidratos de carbono con los azucares mo- 
nomericos simples, los monosacaridos. El compuesto mas sencillo con la for- 
mula empirica de la clase (CH 2 0)„ se encuentra cuando n = 1 . Sin embargo, el 
formaldehido, H 2 C=0, tiene poco en comun con nuestro concepto habitual de 
azucares; de hecho, se trata de un gas nocivo y toxico. Las moleculas mas pe- 
quenas que generalmente se consideran monosacaridos son las triosas, con 
n = 3. (El sufijo osa se utiliza habitualmente para designar los compuestos como 
los sacaridos.) 

ALDOSAS Y ACETOSAS 

Existen dos triosas: el gliceraldehido y la dihidroxiacetona (Figura 9.3). Estas 
moleculas, aun siendo muy simples, presentan determinadas caracteristicas que 
encontraremos una y otra vez al considerar los azucares. De hecho, representan 
las dos clases principales de monosacaridos. El gliceraldehido es un aldehido de 
una clase de monosacaridos denominados aldosas. La dihidroxiacetona es una 
cetona, y estos monosacaridos reciben el nombre de cetosas. Observese que el 
gliceraldehido y la dihidroxiacetona poseen la misma composition atomica. 
Son tautomeros (isomeros estructurales que difieren en la disposition de sus hi- 
drogenos y dobles enlaces) y pueden interconvertirse a traves de un interme- 
diario enediol inestable, como se indica en la Figura 9.4. Estas interconversiones 
tautomericas se producen en cierta medida entre todos los pares de monosa- 
caridos aldosas y cetosas, pero las reacciones suelen ser muy lentas si no estan 
catalizadas. Asi pues, el gliceraldehido y la dihidroxiacetona pueden existir 
como compuestos bastante estables. 

ENANTIOMEROS 

Una caracteristica importante de la estructura de los monosacaridos es la que 
puede apreciarse mediante la observation algo mas detenida de la formula 
del gliceraldehido. El segundo atomo de carbono tiene cuatro sustituyentes 
diferentes, por lo que es un carbono quiral, como el carbono (X de la mayo- 
ria de los a-aminoacidos. Por lo tanto, el gliceraldehido tiene dos estereoi- 
someros del tipo denominado enantiomeros, que son imagenes especula- 
res, no superponibles, uno del otro. En la Figura 9.5 se muestran dibujos 
tridimensionales de las dos formas, a las que se denomina gliceraldehido d y 
L. Esta orientation tridimensional alrededor del carbono asimetrico puede re- 



Dihidroxiacetona 
(una cetosa) 



figura 9.3 

Triosas, los monosacaridos mas sencillos. 

Los dos tautomeros de triosa ilustran la 
diferencia que existe entre los monosacaridos 
de aldosa y cetosa. La numeracion de los 
carbonos se inicia en todas las aldosas por el 
aldehido, y en las cetosas por el carbono 
terminal mas proximo al grupo cetona. (Dado 
que la dihidroxiacetona solo posee tres 
carbonos, los dos carbonos terminales son 
equivalentes y cualquiera de ellos puede 
designarse con el numero uno.) 



Los dos grupos principales de mono- 
sacaridos son las aldosas y las cetosas. 




D-Gliceraldehido L-Gliceraldehido 

FIGURA 9.5 

Enantiomeros del gliceraldehido. La 

configuration de los grupos alrededor del 
carbono quiral 2 (en un color gris mas oscuro) 
diferencia el D-gliceraldehfdo del L-gliceraldehfdo. 
Las dos moleculas son imagenes especulares y no 
pueden superponerse. 
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presentarse tambien mediante el convenio de enlaces utilizado en el 
Capitulo 5: 



Las formas d y l de un monosacarido 
son imageries especulares no 
superponibles y se denominan 
enantiomeros. 



H .. .OH 



/ 

hoch 2 



\ f 

<-CHO 



D-Gliceraldehfdo 
= ff-Gliceraldehfdo 



Rotar la molecula de 
tal manera que el grupo 
de menor prioridad (H) 
quede en la posicion 
mas alejada 
Si la prioridad de los 
demas grupos disminuye 
en la direccion de las 
agujas del reloj, la 
configuracion es R 



HO. . H 



/ 

CHO 



\ 

-► ch 2 oh 



Si la prioridad disminuye 
en sentido contrario al 
de las agujas del reloj, 
la configuracion es S 



L-Gliceraldehido 
= S-Gliceraldehido 



FIGURA 9.6 

Nomenclatura R-S. El sistema R-S describe 
la configuracion estereoqufmica absoluta, como 
se demuestra en este ejemplo. A cada tipo de 
grupo unido a un carbono quiral (gris) se le 
asigna una prioridad, segun un conjunto de 
reglas definidas. Las prioridades para los grupos 
comunes en la qufmica de los hidratos de 
carbono son OR > OH > NH 2 > C0 2 H > CHO > 
CH 2 OH > CH 3 > H. Observamos la molecula 
con el grupo de menor prioridad alejado de 
nosotros (en nuestro ejemplo, H). Si la 
prioridad de los tres grupos restantes disminuye 
en el sentido de las agujas del reloj, la 
configuracion absoluta se denomina R (del latfn 
rectus, "derecha"). Si la prioridad disminuye en 
sentido contrario al de las agujas del reloj, la 
configuracion es S (del latfn sinister, 

"izquierda"). En esta notacion, el 
D-gliceraldehfdo es el R-gliceraldehfdo, y el 
L-gliceraldehfdo es el 5-gliceraldehfdo. 



Los sacaridos mas importantes que 
existen en la naturaleza son los 
enantiomeros d. 



CHO CHO 

H^C— OH HO ► C H 

ch 2 oh ch 2 oh 

D-Gliceraldehido L-Gliceraldehido 

Observese que no es necesario indicar la orientation espacial de los atomos alre- 
dedor de los carbonos 16 3, puesto que estos carbonos no son centros quirales. 

La forma mas compacta de representar los enantiomeros es utilizar una 
proyeccion de Fischer, en la que los enlaces que se dibujan horizontalmente van 
hacia el espectador y los que se dibujan verticalmente van hacia atras. Asi pues, 
para el D-gliceraldehido y el L-gliceraldehido tenemos 



CHO 


CH[> 


Numero de carbono: 

I 


H ■ C OH 


I 

HO C H 


2 


OH .OH 


CH r ,Qh 


2 . 


D-Gliceraldehido 


L-Gliceraldehido 





Otras formas de designar los enantiomeros: D-L y R-S 

Inicialmente, con las letras D y L se pretendia indicar la direccion de la rotacion 
del piano de polarizacion de la luz polarizada: D para la derecha (dextro) y L 
para la izquierda (levo). Es cierto que una disolucion de D-gliceraldehido rota 
el piano de polarizacion hacia la derecha, como hacen otros muchos D-mono- 
sacaridos, pero esta correspondencia no siempre es cierta, ya que la magnitud e 
incluso la direccion de la rotacion optica son una funcion complicada de la es- 
tructura electronica que rodea al centro quiral. Otra desventaja de la nomen- 
clatura d-l es que no es absoluta, ya que la designacion se hace siempre con re- 
lation a algun compuesto de referencia. En consecuencia, se ha creado un 
convenio absoluto que nos permite asignar una designacion estereoquimica a 
cualquier compuesto a partir de la observation de su estructura tridimensional. 
En la Figura 9.6 se muestra un ejemplo de como funciona este convenio deno- 
minado R-S. Aunque el convenio R-S es mas general, los bioquimicos lo utilizan 
poco, ya que resulta dificil de aplicar en la situation frecuente en la que una mo- 
lecula contiene mas de un atomo de carbono asimetrico. 

Enantiomeros de los monosacaridos en la naturaleza 

Al igual que ocurre para los aminoacidos, en los organismos vivos domina una 
forma enantiomerica de los monosacaridos. En las proteinas se trataba de los 
aminoacidos L; en los hidratos de carbono se trata de los monosacaridos d. De 
nuevo, no existe una razon obvia para explicar por que se establecio esta prefe- 
rence en la naturaleza. Sin embargo, una vez fijada en la fase initial de la evo- 
lution, ha persistido, y la mayor parte de la maquinaria celular ha pasado a ac- 
tuar con los azucares de tipo d. No obstante, de la misma forma que a veces se 
encuentran aminoacidos D en los organismos vivos, tambien hay monosacari- 
dos l. Igual que los aminoacidos D “anormales”, los monosacaridos L desem- 
penan fimciones bastante especializadas. En la Tabla 9.1 se indican, junto con los 
monosacaridos d, los monosacaridos l que se dan con mas frecuencia, asi como 
algunos ejemplos de los lugares en los que se encuentran y las funciones que 
realizan. 
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1 tabla9.1 Ejemplos de presencia y funciones bioqufmicas de los monosacaridos 1 


Monosacaridos 


Presencia natural 


Funcion Fisiologica" 


Triosas 


Gliceraldehldo 


Generalizada (como fosfato) 


E 3-fosfato es un intermediario de la glucolisis 


Dihidroxiacetona 


Generalizada (como fosfato) 


El 1 -fosfato es un intermediario de la glucolisis 


Tetrosas 


D-Eritrosa 


Generalizada 


El 4-fosfato es un intermediario del metabolismo de los hidratos 
de carbono 


Pentosas 


D-Arabinosa 


Algunas plantas, bacilos de la tuberculosis 


Glucosidos vegetales, paredes celulares 


L-Arabinosa 


Distribution generalizada en las plantas, 
paredes celulares bacterianas 


Componente de la paredes celulares, glucoproteinas vegetales 


D-Ribosa 


Generalizada, en todos los organismos 


Componente del acido ribonucleico 


2-D-Deoxiribosa 


Generalizada, en todos los organismos 


Componente del acido desoxirribonucleico 


D-Xilosa 


Sustancias lenosas 


Componente de los polisacaridos de las plantas 


Hexosas 


D-Galactosa 


Generalizada 


Leche (formando parte de la lactosa); polisacaridos estructurales 


L-Galactosa 


Agar, otros polisacaridos 


Estructuras de los polisacaridos 


D-Glucosa 


Generalizada 


Una fuente de energia importante en el metabolismo animal; 
funcion estructural en la celulosa 


D-Manosa 


Polisacaridos de las plantas, glucoproteinas animales 


Estructuras de polisacaridos 


D-Fructosa 


Un importante azucar de las plantas; forma parte 
de la sacarosa 


Intermediario de la glucolisis (esteres fosfato) 


Heptosas 


D-Sedoheptulosa 


Muchas plantas 


Intermediario en el ciclo de Calvin de la fotosintesis y en la ruta 
de las pentosas fosfato 



^Algunos de estos monosacaridos tienen otras funciones adicionales que no se indican. 



DIASTEREOMEROS 



Cuando se consideran los monosacaridos con mas de tres carbonos, aparece una 
nueva complication estructural. Un monosacarido de este tipo puede tener mas 
de un carbono quiral, y ello hace que existan dos tipos de estereoisomeros. Estos 
tipos son los enantidmeros (isomeros especulares), que hemos comentado ya, y los 
diasteredmeros, que encontramos por primera vez en los monosacaridos de tetrosa. 



Diastereomeros de las tetrosas 

Las tetrosas, con la formula empirica (CH 2 0) 4 , tienen dos carbonos quirales en 
las formas aldosa. En consecuencia, una aldotetrosa tendra cuatro estereoiso- 
meros, como se expone en la Figura 9.7. En general, una molecula con n centros 
quirales tendra 2" estereoisomeros, puesto que existen dos posibilidades en 
cada centro quiral. El convenio siguiente intenta proporcionar un metodo ra- 
cional para la denomination y distincion de los estereoisomeros de una mo- 
lecula de este tipo: se utiliza el prefijo dol para designar la orientacion alre- 
dedor del carbono quiral mas alejado del grupo carbonilo, el carbono numero 
3 en este caso. Las moleculas con distintas orientaciones alrededor de los car- 
bonos que preceden a este carbono de referenda reciben nombres distintos. Asi, 
la treosa y la eritrosa son dos aldotetrosas con orientaciones contrarias alrededor 
del carbono 2. Los estereoisomeros de este tipo, que no son imagenes especula- 
res, se denominan diastereomeros. La treosa y la eritrosa son diastereomeros, y 
cada uno tiene dos enantiomeros (d y l) que son imagenes especulares no su- 
perponibles. Lamentablemente, no existe una regia logica general para la for- 
macion de los nombres especificos (como treosa y eritrosa). Simplemente, es ne- 
cesario aprenderlos, como los nombres de los aminoacidos. 



Cuando los monosacaridos contienen 
mas de un carbono quiral, el prefijo d 
o l indica la configuracion alrededor 
del carbono mas alejado del grupo 
carbonilo. Los isomeros que difieren 
en su orientacion alrededor de otros 
carbonos se denominan 
diasteredmeros y reciben nombres 
diferentes. 
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FIGURA 9.7 

Estereoqui'mica de las 
aldotetrosas. Estas moleculas 
poseen dos carbonos quirales (2 y 
3) y, por tanto, tienen dos formas 
diastereomericas, la treosa y la 
eritrosa, cada una con un par de 
enantiomeros. Observese que los 
enantiomeros de treosa tienen 
una configuracion contraria 
alrededor de los carbonos 2 y 3, 
mientras que los enantiomeros de 
eritrosa tienen la misma 
configuracion alrededor de estos 
dos carbonos. 
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FIGURA 9.8 





Los dos enantiomeros de la eritrulosa. 

A diferencia de las aldosas de cuatro carbonos 
(vease la Figura 9.7), la cetosa de cuatro 
carbonos solo tiene un carbono quiral (C 3 ) y un 
unico par de enantiomeros. 



La cetosa de cuatro carbonos, a la que se denomina eritrulosa, solo tiene un 
par de enantiomeros, puesto que este monosacarido solamente posee un carbo- 
no quiral (Figura 9.8). En este punto se plantea otro convenio de denomination: 
generalmente el nombre de la cetosa deriva del de la correspondiente aldosa, me- 
diante la insertion de las letras ul. Asi, de eritrosa se obtiene eritrulosa. A1 igual 
que ocurre con el gliceraldehido (y otros monosacaridos), las formas cetosa y al- 
dosa son interconvertibles mediante tautomerizacion en alcali diluido. La con- 
version aldosa-cetosa proporciona tambien una ruta para la interconversion de 
los diastereomeros de aldosa, utilizando la cetosa como intermediario. 

Diastereomeros de las pentosas 

Con la adicion de un carbono mas, obtenemos las pentosas. Las aldopentosas 
tienen tres centros quirales y, por lo tanto, cabe prever 2 3 , es decir, ocho estereoi- 
someros en cuatro pares de enantiomeros. Las formas D de las pentosas se ex- 
ponen en la Figura 9.9a, en la que se resumen las aldosas que contienen de tres 
a seis atomos de carbono. Observese que todas las aldopentosas que se exponen 
tienen la orientation D alrededor del carbono 4, y que se incluyen todas las com- 
binaciones posibles de orientaciones alrededor de los carbonos 2 y 3. (A partir 
de aqui, en nuestra exposition de la estructura de los hidratos de carbono mos- 
traremos solamente las formas d; podra dibujar con facilidad las formas L ate- 
niendose a las reglas que se han dado anteriormente.) Las cetopentosas, como 
se pone de manifiesto en la Figura 9.9b, tienen dos carbonos quirales, por lo que 
deben existir cuatro isomeros (dos pares de enantiomeros). Los diastereomeros 
D se denominan d -ribulosa y D -xilulosa. 



Diastereomeros de las hexosas 

Los monosacaridos que contienen seis atomos de carbono se denominan 
hexosas. Como habra podido imaginar, existe un gran numero de hexosas po- 
sibles. Para recordar sus estructuras, resulta util relacionarlas con las estructu- 
ras mas sencillas de las pentosas, las tetrosas y las triosas. En la Figura 9.9 se pre- 
senta un resumen conciso de estas relaciones. Las hexosas que encontraremos 
con mas frecuencia son la glucosa y la fructosa. Sin embargo, la manosa y la 
galactosa se encuentran tambien de manera muy generalizada en la naturaleza 
(vease la Tabla 9.1). De hecho, casi todas las hexosas desempenan alguna funcion 
biologica importante. 



ESTRUCTURAS DE ANILLO 

Con las pentosas y las hexosas, hay otra caracteristica de la quimica de los mo- 
nosacaridos que adquiere una gran importancia. La presencia de cinco o seis 
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carbonos en la cadena proporciona a estos compuestos la posibilidad de formar 
estructuras de anillo muy estables mediante la formacion de un hemiacetal in- 
terim Los angulos de enlace caracteristicos de los enlaces del carbono y del 
oxigeno son tales que hacen que los anillos que contienen menos de cinco ato- 
mos tengan un considerable grado de tension, mientras que los anillos de cin- 
co o seis eslabones se forman con facilidad. En principio, las aldotetrosas pue- 
den formar tambien estructuras de anillo de cinco eslabones, aunque rara vez lo 
hacen. 



Anillos de pentosa 

Considerese esta formacion de anillo hemiacetalica en una aldopentosa, como 
la D-ribosa (vease la Figura 9.9a). Son posibles dos formas de cerrar el anillo, 
como se indica en la Figura 9.10. La reaccion del oxigeno del C-l de la D-ribo- 
sa con el hidroxilo del C-4 produce una estructura de anillo de cinco eslabones 
denominada furanosa; el nombre refleja su semejanza estructural con el com- 
puesto heterociclico furano. Otra posibilidad es la formacion de un anillo de seis 
eslabones si la reaccion se produce con el hidroxilo del C-5. Este anillo de seis 
eslabones se denomina piranosa, para indicar su relation con el compuesto 
heterociclico pirano. 

Las dos reacciones de la Figura 9.10 tienen equilibrios que favorecen en 
gran medida las estructuras ciclicas de las pentosas o de los azucares mayores. 
En condiciones fisiologicas en disolucion, los monosacaridos con cinco o mas 
carbonos se encuentran habitualmente en mas del 99% en las formas de anillo. 
La distribution entre las formas piranosa y furanosa depende de la estructura 
concreta del azucar, del pH, de la composition del disolvente y de la tempera- 
tura. En la Tabla 9.2 se presentan algunos datos representatives obtenidos me- 
diante estudios de resonancia magnetica nuclear. Cuando los monomeros pasan 
a formar parte de los polisacaridos, la estructura del polimero puede tambien 
influir en la forma de anillo elegida. Asi, por ejemplo, como se indica en la 
Tabla 9.2, la D-ribosa en disolucion esta formada por una mezcla de las dos for- 
mas de anillo. Pero en los polisacaridos biologicos, se estabilizan formas espe- 
cificas. Asi, por ejemplo, el acido ribonucleico contiene exclusivamente ribofu- 
ranosa, mientras que los polisacaridos de las paredes celulares de algunas plantas 
tienen pentosas unicamente en la forma piranosa. 

Resulta instructive examinar con algo mas de detalle las estructuras de ani- 
llo de la Figura 9.10. La ciclacion ha creado un nuevo centra asimetrico en el 



Los monosacaridos de cinco o mas 
carbonos se encuentran 
preferentemente en forma de 
estructuras de anillo de cinco o seis 
eslabones, que proceden de la 
formacion de un hemiacetal interno. 



tabla 9.2 Cantidades relativas de las formas tautomeras de algunos 
monosacaridos en equilibrio en agua a 40°C 



Cantidad relativa (%) 



Monosacarido 


(Z-Piranosa 


jS-Piranosa 


a-Furanosa 


/3-Furanosa 


Furanosa total 


Ribosa 


20 


56 


6 


18 


24 


Lixosa 


71 


29 


a 


a 


<1 


Altrosa 


27 


40 


20 


13 


33 


Glucosa 


36 


64 


a 


a 


<1 


Manosa 


67 


33 


a 


a 


<1 


Fructosa 


3 


57 


9 


31 


40 



Nota: En todos los casos, la forma de cadena abierta es muy inferior al 1%. Para los datos sobre otros azu- 
cares, vease S. J. Angyal, The composition and conformation of sugars in solution, Angew. Chem. (1969) 
8:157-226. 
fl Muy inferior al 1%. 
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(a) D-Aldosas 

FIGURA 9.9 

Relaciones estereoqufmicas de las D-aldosas y las D-cetosas. En esta figura se ponen de manifiesto las relaciones entre los pares de 
diastereomeros de la serie D-aldosa (a) y la serie D-cetosa (b). Cada serie se genera por adiciones sucesivas de un grupo CHOH (sombreado) 
inmediatamente por debajo del carbono carbonilo. En cada caso, las dos posibles orientaciones del grupo anadido generan un par de 
diastereomeros. No se presentan las formas l, que son simplemente las imagenes especulares de las formas d. 



carbono 1. Este es el motivo de que hayamos dibujado dos estereoisomeros de 
la D-ribofuranosa, a los que se denomina a-D-ribofuranosa y /3-D-ribofurano- 
sa, as! como un par correspondiente de ribopiranosas. A1 igual que ocurre con 
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Cetopentosas 




Cetohexosas 



D-Psicosa D-Fructosa D-Sorbosa o-Tagatosa 



(b) D-Cetosas 



otros tipos de estereoisomeros, estas formas a y /3 rotan el piano de la luz po- 
larizada de forma diferente, y pueden diferenciarse de esta forma. Estos isome- 
ros, que difieren en la configuracion tan solo del carbono 1, se denominan 
anomeros, y al carbono 1 se le denomina atomo de carbono anomerico. Los 
monosacaridos pueden experimentar una interconversion entre las formas cc y 
/J, utilizando como intermediario la estructura de cadena abierta. Este proceso 
se denomina mutarrotacion. Un anomero purificado, disuelto en disolucion 








320 



CAPlTUIO 9 



HIDRATOS DE CARBONO 



FIGURA 9.10 

Formacion de las estructuras de anillo 
por las pentosas. El ejemplo que se 
expone aquf es el de la D-ribosa, que puede 
formar un anillo de furanosa de cinco 
eslabones o un anillo de piranosa de seis 
eslabones. Las reacciones comportan la 
formacion de hemiacetales a partir del 
grupo aldehfdo. En cada caso, son posibles 
dos formas anomericas, ay p. (Los 
anomeros difieren en su conformacion tan 
solo en el carbono 1 .) Los anillos de azucar 
se dibujan como proyecciones de Haworth, 
con los enlaces mas cercanos al espectador 
dibujados mas oscuros para dar sensacion 
de perspectiva. 
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acuosa, se aproximara a la mezcla de equilibrio, con un cambio asociado de la 
rotacion optica de la disolucion. Las enzimas denominadas mutarrotasas cata- 
lizan este proceso in vivo. 

La representation de una estructura de azucar ciclica que hemos utilizado en 
la Figura 9.10 se denomina proyeccion de Haworth. Puede imaginar que esta 
observando el anillo en perspectiva, y que los grupos unidos a los carbonos del 
anillo (H, OH, CH 2 OH) se representan situados por encima o por debajo del 
anillo. En todos los monosacaridos d el — CH 2 OH esta por encima del anillo. 
La relacion entre las orientaciones de los hidroxilos en una proyeccion de 
Fischer y la proyeccion de Haworth es directa. Los que estan representados a la 
derecha de la cadena en una proyeccion de Fischer se muestran por debajo del 
anillo en una de Haworth. Asi, por ejemplo, las proyecciones de Fischer de la (X- 
D-ribofuranosa y la /3-D-ribofuranosa serian las siguientes: 
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H — C — OH n 

I ° 

H — C — OH 
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I 
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J3-D-Ribofuranosa 



Ni siquiera las proyecciones de Haworth describen de manera exacta la es- 
tructura tridimensional de las moleculas como la ribofuranosa o la ribopira- 
nosa. Los anillos saturados de cinco o seis eslabones no pueden ser pianos, 
puesto que los angulos de enlace C — C — C son de alrededor de 109°, y el angu- 
lo C — O — C es de unos 118°. Ademas, el anillo ptiede plegarse fuera del piano 
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de muchas formas diferentes. Las distintas conformaciones del anillo produci- 
das por angulos de enlace ligeramente diferentes se denominan isomeros con- 
formacionales. En la Figura 9.11 se muestran los modelos de bolas y bastones 
de dos de los diversos isomeros conformacionales posibles de la /3-D-ribofura- 
nosa. 

Hemos encontrado ya en el Capitulo 4 a la /1-D-ribofuranosa (y su parien- 
te cercano, la j3-D-2-desoxirribofuranosa). Estos azucares desempenan un 
papel importante en bioquimica, puesto que forman parte de las estructuras del 
armazon del acido ribonucleico y del acido desoxirribonucleico, respecti- 
vamente. En la estructura de los acidos nucleicos participan solamente los 
anomeros /3, y estan favorecidas las conformaciones 2-endo y 3-endo que se 
exponen en la Figura 9.11. Sin embargo, existe una cierta variation en la con- 
formation del anillo, incluso de manera local, a lo largo de las cadenas de 
DNA y RNA que producen cambios de la estructura secundaria. Esta flexibili- 
dad senala una diferencia fundamental entre conformation y configuration. 
Los isomeros conformacionales pueden interconvertirse mediante una sim- 
ple deformation de la molecula. Sin embargo, los isomeros de configuration, 
como los diversos tipos de estereoisomeros que se han descrito antes, pueden 
interconvertirse tan solo mediante la ruptura y la nueva formation de enlaces 
covalentes. 

A1 igual que las aldopentosas, en condiciones fisiologicas las cetopentosas se 
encuentran casi por completo en la forma de anillo. Sin embargo, para las ceto- 
pentosas tan solo es posible la forma furanosa. Un ejemplo es la a-D-ribulosa, que 
es un intermediario en los procesos de fijacion del carbono de la fotosintesis. 

Anillos de hexosa 

Las hexosas se encuentran tambien fundamentalmente en las formas de anillo 
en condiciones fisiologicas. A1 igual que ocurre con las aldopentosas, se obser- 
van dos tipos de anillos: furanosas de cinco eslabones y piranosas de seis esla- 
bones. En ambos casos, son posibles los anomeros ay f. Un ejemplo, que se 
representa mediante las proyecciones de Haworth, es el siguiente: 



CHjOH ch-oh 




En la Figura 9.12 se muestran las proyecciones de Haworth de las estructuras de 
las cuatro hexosas mas comunes, en sus configuraciones habituales. En la 
Tabla 9.2 se indican las fracciones de las formas furanosa y piranosa que se en- 
cuentran en el equilibrio para diversas hexosas. Es evidente que las formas que 
se ven favorecidas dependen en gran medida de la estructura del azucar concreto 
y del medio en el que se encuentre, aunque podemos hacer la generalization de 
que las hexosas prefieren la estructura de anillo de piranosa cuando se encuen- 
tran en disolucion acuosa. Esta preferencia se da tambien para la fructosa, aun- 
que en la Figura 9.12 hemos representado la D-fructosa en su configuration de 
furanosa, puesto que es asi como se encuentra en su origen biologico mas fre- 
cuente, el disacarido sacarosa. La determination de la distribution de las formas 
anomericas y tautomericas de los azucares que se encuentran en las disolucio- 
nes se ha visto facilitada en gran medida por la tecnica de espectroscopia de re- 
sonancia magnetica nuclear (vease Herramientas de la Bioquimica 6A). Tan 




(a) p- D-Ribofuranosa, C-2 endo 




(b) p- D-Ribofuranosa, C-3 endo 

FIGURA 9.11 

Isomeros conformacionales. Estos 
modelos muestran dos de las posibles 
conformaciones de anillo de la /3-D-ribofuranosa. 
En ambos, C-1, O y C-4 definen un piano. En la 
conformacion endo C-2 (a), el C-2 esta por 
encima del piano. En la conformacion endo C-3 
(b), C-3 esta por encima del piano. Estos 
isomeros son las dos conformaciones mas 
frecuentes de la ribosa y la desoxirribosa en los 
acidos nucleicos. (En el DNA, el hidroxilo del 
carbono 2, que se indica aquf mediante *, esta 
sustituido por hidrogeno.) Una conformacion 
exo C-3 tendrfa el mismo aspecto que la de la 
figura de (b), pero el C-3 estarfa suelto por 
debajo del piano. 
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H OH 



H H 



H OH 



OH H 



/f-D-Glucopiranosa 



/3-D-Manopiranosa 



/i-D-Galactopiranosa /3-D-Fructofuranosa 



FIGURA 9.12 

Las cuatro hexosas mas comunes. Estas proyecciones de Haworth 
corresponden a los enantiomeros d; tan solo se muestran los anomeros p. 



solo esta tecnica posee la elevada sensibilidad necesaria para determinar la es- 
Las hexosas pueden encontrarse en tructuia de las moleculas en disolucion. 

conformaciones de bote y de silla Hemos indicado ya que las proyecciones de Haworth de las furanosas no 

Generalmente la silla es mas estable. describen correctamente la estructura tridimensional real. Lo mismo ocurre 

para las piranosas. Existen dos clases principales de conformaciones de piranosa 
para los azucares de 6 carbonos: la forma de “silla”, mas estable, y la forma de 
“bote”, menos favorecida. En la Figura 9.13a se representan estas dos confor- 
maciones mediante modelos de bolas y bastones. Utilizaremos con frecuencia la 
representacion de diagramas esqueleticos del tipo de los que se muestran en la 
Figura 9.13b. Tanto en la forma de bote como en la forma de silla de los anillos 
de piranosa, puede definirse un eje molecular perpendicular al piano central de 
la molecula. Los enlaces de los sustituyentes en los carbonos del anillo pueden 
clasificarse pues como axiales (a) o ecuatoriales ( e) , segun sean aproximada- 
mente paralelos o perpendiculares al eje (Figura 9.13b). En la mayor parte de los 



FIGURA 9.1 3 

El anillo de piranosa en las 
conformaciones de silla y de bote. 

Representaciones tridimensionales de la 
a-D-glucopiranosa en la forma de silla 
(izquierda) y de bote (derecha). (a) Modelos 
de bolas y bastones. (b) Diagramas de los 
enlaces. Se indican los enlaces axiales (a) y los 
ecuatoriales (e). 




(a) 




Bote 




Silla 



(b) 



Bote 
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azucares, la forma de silla es mas estable, ya que los sustituyentes en los enlaces 
axiales tienden a estar mas apinados en la forma de bote. 

Azucares con mas de seis carbonos 

Existen en la naturaleza monosacaridos con siete o aun mas carbonos, pero la 
mayor parte de ellos son de escasa importancia. No obstante, una heptosa, la se- 
doheptulosa, desempena un cometido importante en la fijacion del C0 2 en la fo- 
tosmtesis (veanse la Tabla 9.1 y el Capitulo 17). 

En este punto, es posible que tenga una cierta confusion debido a todos los 
terminos utilizados para describir las estructuras de las moleculas de azucar: 
enantiomeros, diastereomeros, anomeros y conformaciones de anillo. A modo 
de revision, se resume esta terminologia en la Figura 9.14. 



Isomeros de configuration 



Enantiomeros 

Estereoisomeros que son 
imageries especulares 
uno del otro 

El carbono asimetrico del 
recuadro (el mas alejado 
del aldehido) determina 
la designacion d/l 
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a-D-Glucopiranosa /1-D-Glucopiranosa 



Isomeros conformacionales 



Moleculas con la misma 

configuracion 

estereoquimica 

pero que difieren en su 

conformacion tridimensional 




CH-fQH 




OH H 



a-D-Sedoheptulopiranosa 



FIGURA 9.14 

Terminologia que describe la estructura 
de las moleculas de azucar. Los Isomeros 
de conformacion se diferencian de los isomeros 
de configuracion en que los primeros pueden 
interconvertirse sin que se rompan y se vuelvan 
a formar los enlaces. 
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Derivados de los monosacaridos 

Los monosacaridos llevan cada uno varios grupos hidroxilo a los que pueden 
unirse sustituyentes o que pueden sustituirse por otros grupos funcionales. De 
hecho, hay un numero enorme de azucares modificados de esta manera. Des- 
cribiremos aqui tan solo un reducido numero de ellos, principalmente los que 
desempenan funciones biologicas importantes. 

ESTERES FOSFATO 

Los azucares fosfato son intermediaries 
importantes del metabolismo, y 
actuan como compuestos activados en 
las sintesis. 



Hemos visto ya la fosforilacion de los azucares en compuestos como el AMP, el ATP 
y los acidos nucleicos. Como veremos en capitulos posteriores, los esteres fosfato de 
los monosacaridos participan de manera importante en muchas rutas metabolicas. 
En la Tabla 9.3 se indican algunos de los esteres fosfato mas importantes y se in- 



tabla 9.3 Algunos esteres fosfato de monosacaridos importantes desde 
ei punto de vista bioqui'mico 



Nombre Estructura 



AG°' a 

(kj/mol) p K al p K a2 







‘Energfa libre de hidrdlisis a pH 7.0 y 37°C. 
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cluyen los valores correspondientes a las energias libres de hidrolisis del estado es- 
tandar. En todos los casos, estos valores son menos negativos que la energia libre de 
hidrolisis del ATP (-31 kj/mol); asi pues, el ATP puede actuar como donador de 
fosfato a los monosacaridos. En cambio, dado que la hidrolisis de los esteres fosfa- 
to de los azucares es termodinamicamente favorable, estos derivados pueden com- 
portarse como compuestos “activados” en muchas reacciones metabolicas. 

Los esteres azucar fosfato son bastante acidos, con valores de p K a para las dos 
fases de la ionizacion del fosfato de alrededor de 1-2 y 6-7, respectivamente 
(vease la Tabla 9.3). 
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Por consiguiente, en condiciones fisiologicas, estos compuestos se encuentran 
como una mezcla de monoaniones y dianiones. 

Ademas de los azucares fosfato, un gran numero de otros derivados de mo- 
nosacaridos desempenan funciones variadas e importantes en bioquimica. Aqui 
consideramos unos pocos, asi como las reacciones mediante las cuales se forman 
a partir de los monosacaridos. 



ACIDOS Y LACTONAS 

La oxidacion de los monosacaridos puede producirse de diversas formas, segun 
el agente oxidante utilizado. Asi, por ejemplo, la oxidacion suave de una aldosa 
con Cu(II) alcalino (solucion de Fehling) produce los acidos aldonicos, como en 
el siguiente ejemplo: 





■t Cu^O + 3H,q> 



Acido D-tjIuconico 



La production de un precipitado rojo de Cu 2 0 es una prueba clasica de detec- 
cion de azucar y se utilizo antiguamente para analizar el exceso de azucar en la 
orina de las personas que se pensaba tenian diabetes. Otra reaccion similar 
comporta el uso del ion Ag + como oxidante, y su reduccion a plata metalica deja 
un “espejo” caracteristico en el recipiente de vidrio. Estos metodos antiguos se 
han sustituido en la actualidad por analisis enzimaticos mas especificos. Los aci- 
dos aldonicos libres, como el acido gluconico, estan en equilibrio con las lacto- 
nas en disolucion. 





O f 



D-5-Gluconolactona 



La oxidacion de los monosacaridos catalizada por enzimas da lugar a diver- 
sos productos especificos, entre ellos las lactonas y los acidos uronicos como el 
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COO 




H OH 

Acido /3-D-glucuronico 




H NH, H WH„ 

/3-D-Glucosamina /3-D-Galactosamina 



Los aminoazucares se encuentran en 
muchos polisacaridos. 



acido glucuronico, en el que la oxidation se ha producido en el carbono 6. 
Como veremos mas adelante en este capitulo, los acidos uronicos son compo- 
nentes importantes de determinados polisacaridos naturales. 

ALDITOLES 

La reduction del grupo carbonilo de un azucar da lugar a la clase de compues- 
tos polihidroxilo denominados alditoles. De entre los que se encuentran en la 
naturaleza, son importantes el eritritol, el D-manitol y el D -glucitol, al que se sue- 
le denominar sorbitol. 
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Cada uno recibe su nombre del monosacarido correspondiente. Cuando el sor- 
bitol se acumula en el cristalino del ojo en las personas con diabetes, puede dar 
lugar a la formation de cataratas. 

AMINOAZUCARES 

Hay dos derivados aminados de los azucares simples que se encuentran en mu- 
chos polisacaridos naturales: la glucosamina y la galactosamina, que proceden, 
respectivamente, de la glucosa y la galactosa. Son frecuentes tambien las modi- 
ficaciones de estos aminoazucares. Asi, por ejemplo, los siguientes compuestos 
proceden de la /3-D-glucosamina: 
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/3-D-W-Acetilglucosamina 


Acido muramico 


Acido A/-acetilmuramico 



Estos derivados de los azucares son componentes importantes de muchos po- 
lisacaridos naturales. Otros dos que encontraremos mas adelante son los si- 
guientes: 



* El eritritol, aunque contiene carbonos quirales, no es opticamente activo, ya que tiene un piano de 
simetrla entre C-2 y C-3. 
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A-o 

I 

CHf. 

/3-D-W-Acetilgalactosamina Acido A/-acetilneurami'nico (acido sialico) 

Los azucares modificados, especialmente los aminoazucares, se encuentran la 
mayor parte de las veces como residuos monomericos en oligosacaridos y poli- 
sacaridos complejos. Para facilitar la escritura de las estructuras de estas molecu- 
las, resulta util disponer de una forma de anotacion breve, como la que se utiliza 
para describir la estructura de los acidos nucleicos y las protemas. En conse- 
cuencia, se han definido una serie de abreviaturas para los azucares simples y sus 
derivados. Algunas de las mas importantes son las que se indican en la Tabla 9.4. 





GLUCOSIDOS 

La eliminacion de una molecula de agua entre el hidroxilo anomerico de 
un monosacarido ciclico y el grupo hidroxilo de otro compuesto da lugar a un 
O-glucosido (la O indica la union a un hidroxilo). El enlace eter que se forma 
se denomina enlace glucosidico. Un ejemplo sencillo es la formacion del metil- 
a-D-glucopiranosido: 



CHyGH Ch-Oh 




a-D-Glucopiranosa Metil a-D-glucopiranosido 

A diferencia de los anomeros de los propios azucares, los glucosidos anomericos (es 
decir, el metil-a-D-glucopiranosido y el metiT/3-D-glucopiranosido) no se inter- 
convierten mediante mutarrotacion en ausencia de un catalizador acido, propiedad 
que los hace utiles en la determinacion de las configuraciones de los azucares. 

Hay muchos glucosidos que se encuentran en los tejidos animales y vege- 
tales. Algunos son sustancias muy toxicas, en la mayor parte de los casos debi- 
do a que actuan como inhibidores de las enzimas que participan en la utiliza- 
cion del ATP. En la Figura 9.15 se indican dos glucosidos toxicos, la ouabaina 




OH OH H OH 



Ouabaina 



Amigdalina 
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tabla 9.4 Abreviaturas utilizadas 
para algunos residuos de 
monosacaridos frecuentes 



Monosacaridos 



Arabinosa Ara 

Fructosa Fru 

Fucosa Fuc 

Galactosa Gal 

Glucosa Glc 

Lixosa Lyx 

Manosa Man 

Ribosa Rib 

Xilosa Xyl 



Derivados de Monosacaridos 

Acido gluconico 

Acido glucuronico 

Galactosamina 

Glucosamina 

N-Acetilgalactosamina 

N-Acetilglucosamina 

Acido muramico 
Acido N-acetilmuramico 

Acido N-acetilneurammico 
(o acido sialico) 



GlcA 
GlcUA 
GalN 
GlcN 
GalNAc 
GlcNAc 
(or NAG) 
Mur 

MurNAc 
(or NAM) 
NeuNAc 
(o Sia) 



Los O-glucosidos se forman por la 
eliminacion de una molecula de agua 
entre un grupo hidroxilo de un 
sacarido y un hidroxilo de otro 
compuesto. 



FIGURA 9.1 5 

Dos glucosidos presentes en la 
naturaleza. La ouabaina y la amigdalina 
son glucosidos muy toxicos, producidos por 
las plantas. 
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FIGURA 9.16 

Estructuras de algunos disacaridos 
importantes. Se presentan a la izquierda los 
modelos de bolas y bastones, con los oxfgenos 
anomericos en rojo. A la derecha se dibujan las 
proyecciones de Haworth de las mismas 
moleculas, con los monomeros codificados 
mediante colores: azul = glucosa, amarillo = 
fructosa, azul verdoso = galactosa. (a) 
Disacaridos unidos mediante el C-1 del 
anomero a: maltosa, trehalosa y sacarosa. (b) 
Disacaridos con enlace /?: celobiosa, lactosa y 
gentiobiosa. Observese el convenio utilizado 
para representar los enlaces glucosfdicos entre 
los monomeros en los disacaridos. Los "enlaces 
doblados" permiten representar en paralelo las 
proyecciones de Haworth de los monomeros. 
Las "esquinas" no implican atomos de carbono 
extra, como a menudo se hace en las 
representaciones de estructuras organicas. 



y la amigdalina. La ouabaina inhibe la accion de las enzimas que bombean los 
iones Na + y K + a traves de las membranas cekilares para mantener el equilibrio 
electrolltico necesario. Se obtiene de un arbusto africano y se descubrio cuan- 
do se observo que los cazadores somalles sumergian las puntas de las flechas en 
un extracto de la planta. La ouabama se utiliza en la actualidad en el trata- 
miento de algunos trastornos cardiacos (vease la pagina 384). La amigdalina es 
toxica por una razon muy distinta. Este gbicosido, que se encuentra en las se- 
millas de las almendras amargas, produce cianuro de hidrogeno (HCN) por hi- 
drolisis. Este es el motivo de que se afirme que el gas HCN tiene olor de al- 
mendras amargas. 



Oligosacaridos 

De la misma forma que los monosacaridos pueden formar enlaces glucosidicos 
con otros tipos de compuestos que contienen hidroxilo, pueden hacerlo tambien 
entre si. Estos enlaces dan lugar a los oligosacaridos y los polisacaridos. 








oligosacAridos 
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(b) DISACARIDOS con conexiones /3 




Lactosa: 

/3-D-galactopiranosil 
(1— >4) /i-D-glucopiranosa 






ESTRUCTURAS DE LOS OLIGOSACARIDOS 

Los oligosacaridos mas sencillos y de mayor importancia biologica son los di- 
sacaridos, formados por dos residuos. Como se indica en la Tabla 9.5, los disa- 
caridos pueden desempenar multiples funciones en los organismos vivos. 
Algunos, como la sacarosa, la lactosa y la trehalosa, constituyen reservas de ener- 
gia soluble en las plantas y los animales. Otros, como la maltosa y la celobiosa, 
pueden considerarse fundamentalmente productos intermediarios de la degra- 
dacion de otros polisacaridos mucho mas largos. Los hay tambien que, como la 
gentiobiosa, se encuentran principalmente como componentes de sustancias 
mas complejas existentes en la naturaleza. En la Figura 9.16 se muestran las es- 
tructuras de estos disacaridos importantes. 

Caracteristicas distintivas de los diferentes disacaridos 

Hay cuatro caracteristicas principales que diferencian a un disacarido de otro: 

1. Los dos monomeros espedficos del azucar que loforman, y sus configuracio- 
nes espaciales. Los monomeros pueden ser del mismo tipo, como los dos 
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residuos de D-glucopiranosa en la maltosa, o pueden ser diferentes, como 
los residuos de D-glucopiranosa y D-fructofuranosa de la sacarosa. 

2. Los carbonos que intervienen en la union. Aunque existen muchas posibi- 
lidades al respecto, los enlaces mas frecuentes son los 1— >1 (como en la 
trehalosa), 1— >2 (como en la sacarosa), 1— >4 (como en la lactosa, malto- 
sa y celobiosa) y 1— >6 (como en la gentiobiosa). Observese que en todos 
estos disacaridos interviene el hidroxilo anomerico de al menos un azu- 
car en el enlace. 

3. El orden de las dos unidades monomericas, en el caso de que sean de tipos 
distintos. En el enlace glucosidico interviene el carbono anomerico de un 
azucar, pero en la mayor parte de los casos el otro esta libre. En conse- 
cuencia, los dos extremos de la molecula pueden diferenciarse en funcion 
de su reactividad quimica. Asi, por ejemplo, el residuo de glucosa que se 
encuentra en la lactosa, que tiene un carbono anomerico libre y, por 
tanto, un posible grupo aldehido libre, podria oxidarse por la solucion de 
Fehling; en cambio, el residuo de galactosa no tendria esta posibilidad. 
Elio hace que la lactosa sea un azucar reductor, y el residuo de glucosa se 
encuentra en su extremo reductor. El otro extremo se denomina extremo 
no reductor. En la sacarosa, ninguno de los dos residuos tiene un grupo al- 
dehido libre ya que ambos carbonos anomericos participan en el enlace 
glucosidico. En consecuencia, la sacarosa es un azucar no reductor. 

4. La configuracion anomerica del grupo hidroxilo del carbono 1 de cada resi- 
duo. Esta caracteristica es especialmente importante para el carbono o 
carbonos anomericos que participan en el enlace glucosidico. La confi- 
guracion puede ser a (como en los disacaridos de la Figura 9.16a) o [5 
(como en los de la Figura 9.16b). Esta diferencia puede parecer pequena, 
pero tiene un efecto importante sobre la forma de la molecula, y la dife- 
rencia de forma la identifican facilmente las enzimas. Asi, por ejemplo, 
son necesarias enzimas diferentes para catalizar la hidrolisis de la malto- 
sa y la celobiosa, a pesar de que ambos sean dimeros de D-glucopirano- 
sa. Ademas, veremos que en los polisacaridos la orientacion anomerica 
desempena un papel crucial para determinar las estructuras secundarias 
que adoptan estos polimeros. 

Anotacion de la estructura de los disacaridos 

Se ha disenado una forma comoda para describir las estructuras de estos oli- 
gosacaridos y otros mas complejos. Las reglas utilizadas son las siguientes: 

1. La secuencia se escribe empezando por el extremo no reductor en el 
lado izquierdo, y utilizando las abreviaturas definidas en la Tabla 9.4. 

2. Las formas anomericas y enantiomericas se designan median te prefijos 
(p. ej., a-, d-). 

3. La configuracion de anillo se indica mediante un sufijo (p para piranosa, 
/ para furanosa). 

4. Los atomos entre los cuales se forman los enlaces glucosidicos se indican 
mediante numeros entre parentesis, entre las designaciones de los resi- 
duos (p. ej., (1— >4) indica un enlace entre el carbono 1 del residuo de la 
izquierda y el carbono 4 del residuo de la derecha). 

Asi, por ejemplo, la estructura de la sacarosa se escribe de la siguiente forma 

a-D-Glcp(1— »2)-/3-D-Fruf 

En muchos casos, la nomenclature se abrevia omitiendo las designaciones D y 
L (excepto en los casos poco comunes en los que se encuentran enantiomeros l) 
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| tabla 9.5 Presencia y funciones bioquimicas de algunos disacaridos representatives j 


Disacarido 


Estructura 


Presencia Natural 


Funcion Fisiologica 


Sacarosa 


Glca(l— >2)Fru/l 


Muchos frutos, semillas, raices, 
miel 


Producto final de la fotosintesis; se utiliza como fuente 
principal de energia en muchos organismos 


Lactosa 


Galj3(l — >4)Glc 


Leche, algunas fuentes vegetales 


Una fuente importante de energia en los animales 


a,a-Trehalosa 


Glca ( 1 — ^ 1 ) Glca 


Levaduras, otros hongos, sangre 
de los insectos 


Importante azucar circulatorio en los insectos; se utiliza 
para obtener energia 


Maltosa 


Glca(l — >4)Glc 


Plantas (almidon) y animales 
(glucogeno) 


Dimero del almidon y los polimeros de glucogeno 


Celobiosa 


Gkj8(l — >4)Glc 


Plantas (celulosa) 


Dimero del polimero celulosa 


Gentiobiosa 


Glc/3( 1 — >6)Glc 


Algunas plantas (p. ej. genciana) 


Componente de los glucosidos vegetales y de algunos polisacaridos 



y omitiendo los sufljos p y/cuando los monomeros tienen sus formas de ani- 
llo habituales. Asi pues, la sacarosa se escribe de forma mas adecuada tal como 
se indica en la Tabla 9.5. El sistema puede aplicarse a los oligosacaridos de cual- 
quier longitud y puede incluir estructuras ramificadas, como veremos mas ade- 
lante en este capitulo al hablar de los almidones. Si tan solo uno de los carbo- 
nos que participan en el enlace entre los dos residuos es anomerico, la 
representacion puede condensarse aun mas, ya que la configuracion anomeri- 
ca en el extremo reductor se equilibrara en disolucion. Asi por ejemplo, la mal- 
tosa puede representarse como Glca(l— >4)Glc. 

La relacion de los oligosacaridos con importancia biologica no se limita en 
modo alguno a las estructuras dimericas. Se conocen muchos trimeros, tetra- 
meros o moleculas aun mayores, aunque de estructura especifica. Encontrare- 
mos ejemplos de estos compuestos mas adelante en este mismo capitulo, al 
examinar los oligosacaridos que se unen a determinadas proteinas y a las su- 
perficies celulares. En Herramientas de la Bioquimica 9 A se describen las tec- 
nicas utilizadas para secuenciar los oligosacaridos. 

ESTABILIDAD Y FORMACION DEL ENLACE GLUCOSIDICO 

La formacion del enlace glucosidico entre dos monomeros de un oligosacarido 
comporta la eliminacion de una molecula de agua. Asi, cabria prever que la sin- 
tesis de lactosa se produjera de la siguiente forma: 



CK OH 




CH : OH 




H fJH 



/J-D-Glucosa 




Esta reaccion es analoga a la eliminacion de agua que se produce entre los 
aminoacidos en la formacion de los polipeptidos o entre los nucleotidos en la 
formacion de los acidos nucleicos. Al igual que en esos casos, la reaccion tal 
como se ha escrito esta desfavorecida termodinamicamente. En su lugar, en 
condiciones fisiologicas esta favorecida la hidrolisis de los oligosacaridos y los 
polisacaridos por un cambio de energia libre de estado estandar de alrededor de 
-15 kj/mol, que corresponde a una constante de equilibrio de aproximada- 
mente 800 a favor de los productos de hidrolisis. No obstante, al igual que los 
peptidos y los oligonucleotidos, los polimeros de sacaridos son lo suficiente- 



Al igual que el enlace fosfodiester en 
los acidos nucleicos y el enlace amida 
en las proteinas, el enlace glucosidico 
es metaestable. Las enzimas controlan 
su hidrolisis. 
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' y 
.. ,■?" iA 




H OH 

/3-D-Galactosa 



ATF 





/3-D-Galactosa-1-fosfato t 
LTTP - 







Uridina 



UDP-Galactosa 



C> rjH 




CH^OH CHjON 




FIGURA 9.1 7 

Formation de lactosa in vivo. La reaccion 
que se indica se produce en la formacion de la 
leche en el tejido mamario. La galactosa se 
fosforila mediante el ATP, y luego se transfiere al 
uridih difosfato (UDP). La UDP-galactosa 
transfiere la galactosa a la glucosa, con la ruptura 
asociada de un enlace fosfato. La reaccion es 
catalizada por la enzima lactosa sintasa. 



mente metaestables como para persistir durante perfodos de tiempo prolonga- 
dos a no ser que su hidrolisis sea catalizada por enzimas o por acido. Asi pues, 
la situacion es la misma que hemos encontrado con los demas biopolimeros im- 
portantes: la degradacion de los oligosacaridos y los polisacaridos in vivo se con- 
trola por la presencia de enzimas especificas. Ademas, la sintesis de estos poli- 
meros de azucar no se produce nunca en los organismos vivos mediante 
reacciones como las que acabamos de indicar. Al igual que ocurre en la sintesis 
de las proteinas y de los acidos nucleicos, son necesarios monomeros activados. 
Asi, por ejemplo, la formacion de lactosa en el tejido mamario se produce me- 
diante las reacciones que se indican en la Figura 9.17. Se hidroliza un enlace fos- 
fato entre el UDP y la galactosa para facilitar el acoplamiento. El catalizador es 
una enzima especifica, la lactosa sintasa. La reaccion se ve favorecida, ademas, 
por la hidrolisis del pirofosfato inorganico producido. 

Debido a que los distintos disacaridos (y los oligosacaridos y los polisacari- 
dos) se distinguen por el tipo de monomeros y los enlaces glucosidicos precisos 
entre ellos, las enzimas necesarias para su sintesis y degradacion deben ser muy 
especificas. Por ejemplo, la hidrolisis de los disacaridos comunes del alimento, 
maltosa, lactosa y sacarosa, se produce en las celulas que recubren la pared del 
intestino delgado y requiere tres enzimas distintas y especificas (vease la pagi- 
na 526). Ninguna puede sustituir a otra. 

Asimismo, la sintesis de los disacaridos, segun el ejemplo de la Figura 9.17, 
requiere enzimas que son especificas, no solo del par de azucares que van a unir- 
se, sino tambien del enlace glucosidico especifico que se va a formar entre ellos. 
Observese que cada molecula de galactosa tiene cinco grupos hidroxilo dife- 
rentes, cada uno de los cuales puede formar un enlace glucosidico con cada uno 
de los cinco hidroxilos de la glucosa del par. Aun permitiendolo las restriccio- 
nes estericas, podrian formarse muchos disacaridos diferentes galactosa-gluco- 
sa. Sin embargo, las enzimas de las reacciones de la Figura 9.17 son tan especi- 
ficas que solo se fabrica un unico producto. 

Como veremos en apartados posteriores de este capitulo, los oligosacaridos 
mas grandes y los polisacaridos pueden presentar estructuras muy complejas. 
Hay un punto importante en el que la sintesis de los oligosacaridos y los poli- 
sacaridos difiere de la sintesis de los acidos nucleicos y las proteinas. Estos po- 
limeros de azucares no se copian nunca a partir de moleculas molde. En su lu- 
gar, en la formacion de los oligosacaridos o los polisacaridos, se utiliza una 
enzima diferente para catalizar la adicion de cada tipo de unidad monomerica. 
En el Capitulo 16 se presentara una descripcion mas detallada del mecanismo 
de sintesis de los oligosacaridos y los polisacaridos. De manera clara, deben 
dedicarse a la sintesis y degradacion de los polimeros de sacaridos un disposi- 
tivo grande de enzimas vegetales y animales. 

Polisacaridos 

Los polisacaridos realizan una amplia gama de funciones en los organismos vi- 
vos. Algunos, como el almidon y el glucogeno (al que a veces se denomina al- 
midon animal), se emplean principalmente como azucares de reserva energeti- 
ca en las plantas y los animales. Otros, como la celulosa, la quitina y los 
polisacaridos de las paredes celulares bacterianas, son materiales estructurales 
analogos a las proteinas estructurales. Lo mas sencillo es considerar estas mo- 
leculas en cuanto a sus categorias funcionales. 

Como en el caso de los polipeptidos y los polinucleotidos, la secuencia de los 
residuos monomericos de un polisacarido define su estructura primaria. Mientras 
que las proteinas suelen tener secuencias complicadas, los polisacaridos suelen pre- 
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sentar unas estructuras primarias bastante sencillas. En algunos casos (p. ej., la ce- 
lulosa), el pollmero esta formado por un solo tipo de residuo monomerico (la /j- 
D-glucosa para la celulosa) y esta clase de pollmeros se denominan homopolisa- 
caridos. Cuando participan dos o mas tipos de residuos, el pollmero se denomina 
un heteropolisacarido. Incluso los polisacaridos de reserva y estructurales, que son 
heteropollmeros, presentan secuencias que rara vez son complejas; generalmen- 
te no incluyen mas de dos tipos de residuos. Otra diferencia respecto a las mo- 
leculas de protelnas y acidos nucleicos, que casi siempre tienen una longitud de- 
finida, es que las cadenas de polisacaridos crecen hasta longitudes aleatorias. 

Las razones funcionales de estas diferencias no son diflciles de encontrar. 
Una sustancia de almacenamiento, como el almidon, no ha de transmitir infor- 
mation ni ha de adoptar una forma tridimensional complicada. Constituye sim- 
plemente un recipiente en el que depositar las moleculas de glucosa para utili- 
zarlas en el future. Muchos polisacaridos estructurales (como las protelnas 
estructurales) forman estructuras secundarias regulares alargadas, muy adecua- 
das para la formation de fibras o laminas. Con frecuencia, una repetition regu- 
lar de un monosacarido o disacarido simple servira para cumplir esta funcion. 
(Recuerdense, como comparacion, las secuencias de aminoacidos simples y re- 
petitivas del colageno y de la fibroma de la seda, que se han descrito en el Capltulo 
6.) Los unicos pollmeros de sacaridos en los que se encuentran secuencias bien 
definidas y complejas son algunos oligosacaridos unidos a las superficies celula- 
res o los que estan unidos a glucoprotelnas especlficas. Dado que estos oligome- 
ros sirven para identificar a las celulas o a las moleculas, deben transportar in- 
formation. Esta funcion requiere la presencia de unas “palabras” definidas con 
precision en el lenguaje de los polisacaridos, de la misma manera que las se- 
cuencias de los acidos nucleicos presentan la information en su propio lenguaje. 



POLISACARIDOS DE ALMACENAMIENTO 



Los principales polisacaridos de almacenamiento son la amilosa y la amilo- 
pectina, que juntos forman el almidon de las plantas, y el glucogeno, que se al- 
macena en las celulas animales y microbianas. Tanto el almidon como el glu- 
cogeno se almacenan en granulos dentro de las celulas (Ligura 9.18). El almidon 
se encuentra en casi todos los tipos de celulas vegetales, pero las semillas de los 
cereales, los tuberculos y las frutas no maduras contienen esta sustancia de ma- 
nera especialmente abundante. El glucogeno se deposita en el hfgado, que actua 
como organo central de almacenamiento de energfa en muchos animales. El glu- 
cogeno es abundante tambien en el tejido muscular, en el que esta disponible de 
manera mas inmediata para la liberation de energfa. 

La amilosa, la amilopectina y el glucogeno son todos pollmeros de Of-D- 
glucopiranosa. Se trata de homopolisacaridos de la clase denominada glucanos, 
que son los pollmeros de glucosa. Los tres pollmeros difieren tan solo en los ti- 
pos de enlaces entre los residuos de glucosa. La amilosa es un pollmero lineal, 
que tiene exclusivamente enlaces a(l— >4) entre los residuos de glucosa adya- 
centes. La amilopectina (Ligura 9.19) y el glucogeno son ambos pollmeros ra- 
mificados, puesto que contienen, ademas de los enlaces a(l— >4), algunos enla- 
ces os(l— >6). En el glucogeno, las ramificaciones son algo mas frecuentes y mas 
cortas que en la amilopectina, y el glucogeno es normalmente de mayor peso 
molecular, pero en la mayor parte de sus caracterfsticas las estructuras de estos 
dos polisacaridos son muy semej antes. 

La estructura primaria sencilla y regular de la amilosa permite una estruc- 
tura secundaria regular de esta molecula. A1 igual que con los polinucleotidos y 
los polipeptidos, los detalles de esta estructura se han obtenido a partir de los es- 



Los almidones (amilosa, amilopectina 
y glucogeno) son polisacaridos de 
almacenamiento. La amilosa es lineal y 
la amilopectina y el glucogeno son 
ramificados. 
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(b) Granulos de celulas tuberosas 



(a) Granulos de cloroplastos 



FIGURA 9.18 

Almacenamiento del almidon y del 
glucogeno en granulos. En cada caso se 
indica un granulo representative mediante una 
flecha. (a) Granulos de almidon en un 
cloroplasto de la hoja de una planta. (b) 

Granulos de almidon de las celulas tuberosas de 
la patata. (c) Granulos de glucogeno del 
hfgado. 

(a) Tornado de Science Source. © Biophoto Associates/Photo 
Researchers, Inc.; (b) cortesia del Dr. L. M. Beidler; (0 (c) Granulos hepaticos 

fotograffa microscopica cortesfa de Don Fawcett, M.D. 




FIGURA 9.19 

Amilopectina, un glucano ramificado. (a) Estructura primaria 
de la amilopectina. Se indican los extremos no reductores (N) y los 
reductores (R). (b) Estructura detallada de un punto de ramificacion. 




(a) 



(b) 



H OH 



H OH 
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tudios de difraccion de rayos X. De hecho, la amilosa fue el primer biopolime- 
ro cuya estructura se determino mediante este metodo. Debido al enlace 
a(l— >4), cada residuo forma un angulo respecto al residuo precedente, lo cual 
favorece una conformation helicoidal (Figura 9.20). La naturaleza ramificada de 
la amilopectina y del glucogeno inhibe la formation de helices, puesto que la he- 
lice requiere 6 residuos por cada vuelta, y hay un pun to de ramification cada 10- 
20 residuos en la amilopectina, y unos 8 en el glucogeno. 

Los polisacaridos de almacenamiento tienen un diseno admirablemente adap- 
tado a la fruition que realizan. La glucosa, e incluso la maltosa, son moleculas pe- 
quenas que difunden rapidamente y son diflciles de almacenar. Si en una celula 
hubiera una gran cantidad de moleculas pequenas de este tipo, se produciria un 
aumento muy importante de la presion osmotica celular, que resultaria nocivo en 
la mayor parte de los casos. Por consiguiente, la mayoria de las celulas combinan 
la glucosa en polimeros largos, de manera que puedan almacenarse grandes can- 
tidades de una forma que impida su difusion y perdida. Siempre que se necesite 
glucosa puede obtenerse mediante la degradation selectiva de los polimeros por 
enzimas especificas. Estos procesos se consideraran con mas detalle en el Capitulo 
13, pero hay un aspecto que conviene mencionar aqui. La mayor parte de las en- 
zimas utilizadas atacan a las cadenas en sus extremos no reductores, y liberan un 
residuo de glucosa cada vez. Este “mordisquear en el extremo” (frente a la ruptura 
interna) impide la fragmentation continua de los polimeros largos, que condu- 
ciria a su completa solubilization. La estructura ramificada de la amilopectina y 
del glucogeno es tal que cada molecula posee muchos extremos no reductores que 
pueden engancharse simultaneamente (vease la Figura 9.19), lo cual permite la ra- 
pida movilizacion de la glucosa cuando sea necesaria. Por otro lado, la cadena li- 
neal de amilosa con su unico extremo no reductor, se utiliza principalmente 
para el almacenamiento de la glucosa a largo plazo. 




FIGURA 9.20 

Estructura secundaria de la amilosa. La 

orientacion de los residuos sucesivos de glucosa 
favorece la generacion de la helice. Observese 
el centra grande. Los enlaces de hidrogeno 
estabilizan la helice. 



POLISACARIDOS ESTRUCTURALES 

Las plantas no parecen sintetizar ni utilizar proteinas estructurales fibrosas 
(como la queratina y el colageno), y en su lugar ctientan unicamente con poli- 
sacaridos especiales. Los animales emplean ambos tipos de sustancias. Dado que 
cada uso estructural requiere propiedades diferentes, existe una gran variedad 
de polisacaridos estructurales. Empezaremos considerando los de las plantas. 

Celulosa 

La celulosa, el principal polisacarido de las plantas lenosas y fibrosas (como los 
arboles y las hierbas), es el polimero mas abundante de la biosfera. Al igual que 
la amilosa, la celulosa es un polimero lineal de D-glucosa (y, por tanto, tambien 
un glucano), pero en la celulosa los residuos de azucar estan unidos mediante en- 
laces /3(1 — >4) (Figura 9.21). Esta diferencia, aparentemente pequena, con relation 
al almidon (p. ej., la amilosa), tiene consecuencias estructurales importantes. La 
cehilosa puede encontrarse en forma de cadenas totalmente extendidas, de tal 
manera que cada residuo de glucosa presenta un giro de 180° respecto al residuo 
de al lado en la cadena. En esta forma extendida, las cadenas pueden formar cin- 
tas que se empaquetan lado a lado con una red de enlaces de hidrogeno dentro 
de ellas y entre ellas. Esta disposition recuerda algo la estructura de lamina [3 de 
la fibroma de la seda, y como en la fibroma, las fibrillas de celulosa poseen una 
gran resistencia mecanica aunque tienen una extensibilidad limitada. 

La misma pequena diferencia existente entre la celulosa y el almidon tiene otra 
consecuencia importante. Las enzimas animales que son capaces de catalizar la 
ruptura del enlace a(l— >4) en el almidon no pueden romper la celulosa. Por 
este motivo, el ser humano, aunque se encuentre en una situation de inanition, 
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FIGURA 9.21 

Estructura de la celulosa. Los enlaces 
j3(1 — >4) de la celulosa generan una estructura 
plana. Las cadenas de celulosa paralelas estan 
unidas por una red de enlaces de hidrogeno. 
Los hidrogenos que intervienen en estos 
enlaces se indican en azul. Para mayor claridad, 
se muestran todos los hidrogenos solo en un 
residuo de glucosa (con los carbonos 
numerados). 



no es capaz de utilizar las enormes cantidades de glucosa que tiene a su alrededor 
en forma de celulosa. Los rumiantes como las vacas pueden digerir la celulosa tan 
solo porque sus aparatos digestivos contienen bacterias simbioticas que producen 
las celulasas necesarias. Las termitas pueden comer sustancias lenosas de una 
forma algo mas complicada, pues sus intestinos albergan protozoos capaces de di- 
gerir la celulosa, aunque sus glandulas salivares tambien producen una celulasa. 
Muchos hongos producen tambien enzimas de este tipo, y este es el motivo de que 
muchas setas puedan vivir utilizando la madera como fuente de carbono. 

No debe pensarse que las partes fibrosas de las plantas estan formadas ex- 
clusivamente por celulosa. En las paredes celulares de las plantas existe toda una 
gama de polisacaridos de otro tipo. Entre ellos se encuentran los xilanos, que 
son polimeros de D-xilopiranosa con enlaces /B( 1 — >4), a menudo con grupos de 
sustitucion, los glucomananos, y otros muchos polimeros. Con frecuencia estos 
polisacaridos se agrupan juntos bajo el termino de hemicelulosa. 

• ■ /t-D-Xylp( 1 — M)[/t-D-Xylp( 1 — >4)] 7 -/3-D-Xylp(1 — M)-/t-D-Xylp( 1 — >4) ■ ■ • 

Acetilo en C-2 or C-3 4-0-Me-a-D-Glcp(1—>2) 

Estructura de un xilano caracteristico 

■ ■ -/3-D-Glcp(1— M)-/t-D-Manp(1— >4)-/t-D-Manp(1— M)-/t-D-Manp(1— 44)- ■ ■ 
/)-D-Galp(1— >6) Acetilo en C-2 or C-3 

Estructura de un glucomanano caracteristico 

La pared celular de una planta es una estructura compleja, formada por varias ca- 
pas. Las microfibrillas de celulosa estan colocadas con un patron entrecruzado 
(Figura 9.22) e impregnado con una matriz del resto de polisacaridos y algunas 
proteinas. El mismo principio se utiliza cuando las libras de vidrio se incluyen en 
una resina dura para producir laminas de fibra de vidrio resistentes y duraderas. 

La celulosa no esta limitada exclusivamente al reino vegetal. Los invertebra- 
dos marinos denominados tunicados contienen cantidades considerables de ce- 
lulosa en su manto externo duro. Se ha descrito incluso la presencia de pequenas 
cantidades de celulosa en el tejido conjuntivo humano. Sin embargo, como sus- 




polisacAridos 



337 




FIGURA 9.22 

Organization de las paredes de las 
celulas vegetales. Las microfibrillas de 
celulosa estan inmersas en una matriz de 
hemicelulosa. Observese que las fibras estan 
dispuestas en un patron cruzado para 
proporcionar resistencia en todas las 
direcciones. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, The World 
of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley Longman, 
2000). © Addison Wesley Longman, Inc.; fotograffa cortesia de 
E. Frei y R. D. Preston. 



tancia estructural, la celulosa parece haber sido en gran parte abandonada en la 
evolucion animal. En los hongos, se utilizan mucho otros glucanos, con enlaces 
/3( 1 — >3) o >3(1 — >6) entre residuos de glucosa, como polisacaridos estructurales. 



Quitina 

La quitina, homopolimero de N-acetil-/3-D-gl u c o s a m i n a , tiene una estructura 
basicamente similar a la de la celulosa, excepto que el hidroxilo del carbono 2 de 
cada residuo se ha reemplazado por un grupo amino acetilado. 




Quitina 



La celulosa y la quitina son ejemplos 
de polisacaridos estructurales. A 
diferencia de los almidones, que 
tienen enlaces a( 1 — >4), estos 
polimeros fibrosos tienen enlaces 



La quitina esta muy repartida en los diversos reinos de los organismos vi- 
vos. Constituye un componente menor en la mayoria de los hongos y algunas 
algas, en los que sustituye con frecuencia a la celulosa u otros glucanos. En las 
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celulas de levadura en fase de division, la quitina se encuentra en el tabique 
que se forma entre las celulas que se estan separando. Sin embargo, la funcion 
mejor conocida de la quitina es la que posee en los animales invertebrados, 
donde constituye una sustancia estructural importante del exoesqueleto de 
muchos artropodos y moluscos. En muchos de estos exoesqueletos, la quiti- 
na forma una matriz sobre la cual se produce la mineralizacion, de manera 
muy parecida a como actua el colageno como matriz para el deposito de 
mineral en los huesos de los vertebrados. Las implicaciones evolutivas son in- 
teresantes. Cuando los animales evolucionaron hasta alcanzar un tamano en 
el que eran esenciales las partes rigidas del cuerpo, se siguieron varios cami- 
nos diferentes. Los antepasados de los vertebrados crearon un esqueleto mi- 
neral sobre una matriz de colageno. Los anelidos como los gusanos de tierra, 
utilizan tambien colageno, pero en un exoesqueleto segmentado. Los artro- 
podos y los moluscos crearon tambien exoesqueletos, pero en este caso los 
construyeron sobre la quitina, un hidrato de carbono, en vez de una matriz 
proteica. 



GLUCOSAMINOGLUCANOS 



Los glucosaminoglucanos son 
heteropolisacaridos con carga negativa 
que desempenan diversas funciones 
estructurales en los animales. 



Existe un grupo de polisacaridos que tiene una gran importancia estructural en 
los animales vertebrados, los glucosaminoglucanos, anteriormente denomina- 
dos mucopolisacaridos. Como ejemplos importantes cabe citar los condroitin 
sulfato y los queratan sulfato del tejido conjuntivo, los dermatan sulfato de la piel, 
y el dcido hialurdnico. Todos ellos son polimeros de unidades repetidas de disa- 
caridos, en los que uno de los azucares es la AT-acetilgalactosamina o la N- ace- 
tilglucosamina, o uno de sus derivados. Todos ellos son de caracter acido, por la 
presencia de grupos sulfato o carboxilato. En la L igura 9.23 se presentan algu- 
nas estructuras representativas de los glucosaminoglucanos. 



Complejo proteoglucano 

Una funcion importante de los glucosaminoglucanos es la formacion de una 
matriz para mantener juntos los componentes proteicos de la piel y del tejido 
conjuntivo. En la Eigura 9.24 se presenta un ejemplo, que ilustra el complejo 
proteina-hidrato de carbono, o proteoglucano, del cartilago. La estructura fila- 
mentosa se construye sobre una unica molecula larga de acido hialuronico, a la 
que se unen de manera no covalente proteinas centrales extendidas. Las protei- 
nas centrales tienen, a su vez, unidas covalentemente cadenas de condroitin 
sulfato y queratan sulfato a traves de las cadenas laterales de serina. En el carti- 
lago, este tipo de estructura se une al colageno (vease el Capitulo 6) y ayuda a 
mantener las fibras de colageno en una red fuerte y resistente. La union com- 
porta, al parecer, interacciones electrostaticas entre los grupos sulfato, carboxi- 
lato, o ambos, del complejo proteoglucano y las cadenas laterales basicas del co- 
lageno. 

Los complejos proteoglucanos del tejido conjuntivo constituyen uno de los 
pocos ejemplos en los que interviene en la biologia el elemento silicio. Algunas 
de las cadenas de hidratos de carbono estan entrelazadas por puentes del tipo 



OH 

I 

h— 0- Si — 0— R' 

I 

CH 

donde R y R' son monomeros de azucar de las cadenas adyacentes. Hay apro- 
ximadamente un atomo de silicio por cada 100 monomeros de azucar. 
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FIGURA 9.23 

Estructuras repetidas de algunos 
glucosaminoglucanos. En cada caso, la 
unidad que se repite es un disacarido, del que 
se muestran dos para cada estructura. Las 
abreviaturas de los residuos (-6s significa 
sulfonado en el carbono 6) se indican en la 
Tabla 9.4. Para simplificar la figura, no se 
muestran los hidrogenos ni los hidroxilos sin 
reaccionar. 
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FIGURA 9.24 

Estructura del proteoglucano del 
carti'lago bovino. (a) Fotograffa de 
microscopia electronica de un 
agregado proteoglucano. (b) 
Representacion esquematica de la 
misma estructura. El queratan sulfato y 
el condroitin sulfato estan unidos de 
forma covalente a las moleculas 
proteicas del centra extendidas. Las 
protefnas del centra estan unidas de 
manera no covalente a una molecula 
larga de acido hialuronico con la ayuda 
de una protefna de enlace. 

(a) Cortesfa de J. A. Buckwaltery L. Rosenberg de 
Collagen Relat. Res. (1 983) 3:489-504, Amsterdam: 
North Holland, 1975. 





(a) 
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Funciones no estructurales de los glucosaminoglucanos 
El acido hialuronico ademas de ser un componente estructural tiene otras fun- 
ciones en el organismo. El polimero es muy soluble en agua y esta presente en 
el liquido sinovial de las articulaciones y en el humor vitreo del ojo. Parece ac- 
tuar como agente que incrementa la viscosidad o como agente lubricante en es- 
tos liquidos. 

Otro glucosaminoglucano muy sulfatado es la heparina. Se muestra a con- 
tinuacion un ffagmento de su cadena compleja. La heparina parece ser un an- 
ticoagulante natural y se encuentra en muchos tejidos corporales. Se une fuer- 
temente a una proteina de la sangre, la antiprotrombina III, y el complejo 
formado inhibe las enzimas del proceso de coagulacion de la sangre (vease el 
Capitulo 11). En consecuencia, la heparina se utiliza como farmaco para inhi- 
bir la coagulacion en los vasos sanguineos. 



COD CH^SOj 




Los glucosaminoglucanos son ejemplos interesantes de la forma en que los 
residuos de azucar pueden modificarse para dar polimeros con una amplia 
gama de propiedades y funciones. 



POLISACARIDOS DE LA PARED CELULAR BACTERIANA 



Las paredes celulares de muchas 
bacterias estan formadas por 
peptidoglucanos, polimeros formados 
por polisacaridos y oligopeptidos. 



En el Capitulo 1 indicamos que las bacterias y la mayoria del resto de los or- 
ganismos unicelulares poseen una pared celular, cuya naturaleza es la base de 
la clasificacion de las bacterias en dos grandes clases: las que retienen el colo- 
rante de Gram (un complejo de yodo), que se denominan bacterias gramposi- 
tivas, y las que no lo hacen, a las que se da el nombre de gramnegativas (Figu- 
re 9.25). Las bacterias grampositivas poseen una pared celular que tiene en su 
superficie, por fuera de la membrana celular lipidica, un complejo entrelazado 
peptido-polisacarido de multiples capas, al que se denomina peptidoglucano 
(Figura 9.25a). Las paredes celulares de las bacterias gramnegativas contie- 
nen tambien peptidoglucano, pero este forma una sola capa y esta cubierto por 
una capa de membrana lipidica externa (Figura 9.25b). Esta diferencia permi- 
te eliminar el colorante de Gram mediante el lavado de las bacterias gramne- 
gativas. 

En la Figura 9.26 se muestra la estructura quimica del peptidoglucano de 
una bacteria grampositiva. Hay cadenas largas de polisacaridos, que son copo- 
limeros de N-acetilghicosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico (NAM) con 
alternancia estricta, que estan entrelazadas a traves de peptidos cortos (vease la 
Figura 9.25a). Estos peptidos tienen unas estructuras poco habituales. Unido a 
la porcion de acido lactico del acido N-acetilmuramico se encuentra un tetra- 
peptido con la secuencia 

(L-Ala)-(D-Glu)-(i_-Lys)-(D-Ala) 



Este peptido es poco habitual en dos aspectos: contiene algunos aminoacidos d 
y el residuo de acido glutamico esta unido a la cadena mediante su grupo y-car- 
boxilo en vez de a traves del enlace habitual a-carboxilo. El grupo e-amino de 
cada residuo de lisina esta unido a un pentapeptido de glicina, que esta unido 
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Peptidoglucano^ 
(pared celular) 



Cubierta de 
polisacarido 




Membrana 

bicapa 

lipfdica 




Estructura de peptidoglucano 



(a) Grampositivo: 

Staphylococcus aureus 



Pared 

celular 



Membrana 

lipfdica 

externa 



Lipoproteina 

Peptidoglucano 




Membrana 

bicapa 

lipfdica 



'Lipopolisacaridos 




(b) Gramnegativo: 
Escherichia coli 



FIGURA 9.25 

Paredes celulares bacterianas. En estos esquemas se muestran las estructuras de los dos 
tipos de pared celular bacteriana. (a) La pared celular de una bacteria grampositiva representativa, 
Staphylococcus aureus, consta de una capa de peptidoglucano gruesa formada por cadenas de 
polisacaridos y peptidos cortos. Los peptidos estan unidos mediante pentapeptidos de glicina. 

(b) La pared celular de una bacteria gramnegativa representativa, Escherichia coli, tiene una capa 
de peptidoglucano fina y una membrana lipfdica externa. Los enlaces cruzados aquf son entre los 
tetrapeptidos unidos a los residuos de NAM de las cadenas adyacentes. 
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FIGURA 9.26 

Capa de peptidoglucano de las bacterias 
grampositivas. Los enlaces cruzados entre 
los peptidos se forman mediante cadenas de 
pentaglicina entre el grupo e-amino de la lisina 
(*) de una cadena, y el grupo carboxilo 
terminal de la alanina (**) de la cadena 
adyacente. 
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FIGURA 9.27 

Estructura de un acido lipoteicoico. Los 

grupos D-alanil y NAG estan dispuestos de 
forma irregular en la cadena, que esta anclada 
en la membrana por el lfpido. 
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por su otro extremo al residuo i >-Ala terminal de una cadena adyacente. El re- 
SLiltado es la formacion de una estractura con enlaces cruzados covalentes que 
envuelve a la cekila bacteriana. Toda la pared celular puede considerarse como 
una unica molectila enorme formada por multiples capas de cadenas de pepti- 
doglucano con enlaces cruzados. Ademas de los componentes mencionados 
anteriormente, hay unos complejos alargados de lipido-oligosacarido, deno- 
minados acidos lipoteicoicos (Figura 9.27), que sobresalen de la membrana a 
traves de la pared de peptidoglucano. La pared celular protege a las bacterias de 
la lisis cuando se encuentran en la sangre de los animales hospedadores. 

En las bacterias gramnegativas, la capa de peptidoglucano es mucho mas del- 
gada. Aunque esta presente la misma estructura polisacarida basica, las cadenas 
peptidicas y sus uniones son algo diferentes (vease la Figura 9.25b). 

Evidentemente, el ensamblaje de una estructura tan compleja como la pared 
celular bacteriana requiere una bateria de enzimas y reacciones. Diversos anti- 
bioticos (por ejemplo, la penicilina) inhiben el crecimiento bacteriano al inter- 
ferir sobre la formacion de la capa de peptidoghicano. Es adecuado retardar el 
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examen de estos antibioticos hasta que consideremos las rutas de sintesis de los 
hidratos de carbono en el Capitulo 16. Sin embargo, debemos senalar que una 
clase de sustancias antibioticas que se encuentran en la naturaleza actua no 
solo interfiriendo sobre la sintesis de la pared celular, sino tambien atacando a 
la propia capa de peptidoglucano. Estas sustancias son las lisozimas, enzimas 
muy extendidas, que se encuentran por ejemplo en los bacterio fagos, la clara del 
huevo y las lagrimas del ser humano. En el huevo y las lagrimas ayudan a man- 
tener la asepsia; en los bacteriofagos ayudan al fago a existir en las bacterias in- 
fectadas. Las lisozimas catalizan la hidrolisis de los enlaces glucosidicos entre los 
residuos GlcNAc y MurNAc en el polisacarido. Asi pues, estas enzimas disuelven 
la pared celular, dando lugar a la lisis y la muerte bacteriana. 



Glucoproteinas 

Mas de la mitad de todas las proteinas eucariotas tienen cadenas de oligosaca- 
ridos o polisacaridos unidas a ellas de forma covalente. Existe una asombrosa 
variedad de proteinas modificadas de este tipo, a las que se denomina gluco- 
proteinas, que pueden tener funciones muy diversas. En la Tabla 9.6 se presen- 
tan algunos ejemplos representativos. 



GLUCOPROTEINAS CON ENLACES N- Y CON ENLACES O- 



Las cadenas de sacaridos (glucanos) pueden ligarse a las proteinas de dos formas 
principales (Figura 9.28). Los glucanos con enlace N- se unen, generalmente a 
traves de la N-acetilglucosamina, o a veces a traves de la N-acetilgalactosamina, 
al grupo amino de la cadena lateral de un residuo de asparagina. Una secuencia 
frecuente alrededor de la asparagina es la de -Asn-X-Ser/Thr-, donde X pue- 
de ser cualquier aminoacido. Los glucanos con enlace O- suelen unirse mediante 
un enlace glucosidico O- entre la N-acetilgalactosamina y el grupo hidroxilo de 
un residuo de treonina o serina, aunque en algunos casos, por ejemplo en el co- 
lageno, se utiliza la hidroxilisina o la hidroxiprolina. De los ejemplos de la 
Tabla 9.6, los dos primeros tienen enlace O- y los restantes, enlace N-. 



Los oligosacaridos y las proteinas 
pueden unirse para formar 
glucoproteinas de dos maneras: los 
glucanos con enlaces O- se unen a 
traves de los hidroxilos de treonina o 
serina, y los glucanos con enlaces N- a 
traves de los grupos amino de la 
asparagina. 



1 tabla 9.6 Porciones de hidratos de carbono de algunas glucoproteinas |j 




Glucoprotema 


Oligosacarido 0 y Lugar de Union (en rojo) 


Num. de Cadenas 
en las Proteinas 


Funcion de la Protema 


Protema anticongelante 
de los peces 


Gal-GalNAc-Thr 


De 4 a 50 en dife- 
rentes proteinas 


Reduction del punto de conge- 
lation de los liquidos corporales 


Mucina submaxilar 
de la oveja 


Sia-GalNAc-Ser (or Thr) 


Muchas 


Lubrication 


Ribonucleasa B 


( Man) 6 -GlcNAc-GlcNAc-Asn 


1 


Enzima 


Ovoalbumina 
de la gallina 


Man-Man^ 

^ Man-GlcNAc-GlcNAc-Asn 

Man-Man 

1 


1 


Protema de almacenamiento 
en la clara de huevo 




Man 

(solo una de las muchas variantes) 






IgG humana 


Fuc 

Sia-Gal-GlcNAc-Man^ 

^ Man-GlcNAc-GlcNAc-Asn 

Sia-Gal-GlcNAc-Man 

(muchas otras variantes en otros anticuerpos) 


2 o mas 


Molecula de anticuerpo 



fl Para mayor brevedad, se han eliminado las formas anomericas y los enlaces. Para una informacion mas 
detallada, vease R. C. Hughes, Glycoproteins (Londres: Chapman and Hall, 1983). 
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FIGURA 9.28 

Enlaces de las glucoproteinas. Se 

muestran dos formas de union de las cadenas 
de oligosacaridos (glucanos) con las protefnas 
para formar glucoproteinas. (a) Union de un 
glucano con enlace N-. El enlace se establece 
entre la N-acetilglucosamina y la cadena lateral 
de amida de una asparagina. En las cadenas 
con enlaces N-, la N-acetilglucosamina es casi 
siempre el primer residuo de azucar. (b) Union 
de un glucano con enlace O-. Un enlace 
glucosfdico O- une la N-acetilgalactosamina al 
hidroxilo de la treonina o de la serina. 
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Glucanos con enlace N- 

Un estudio cuidadoso de muchas glucoproteinas ha descubierto la existencia de 
una enorme variedad de cadenas laterales de oligosacaridos con enlaces N-, 
que a menudo presentan una estructura ramificada compleja. Sin embargo, es 
frecuente que se observe un motivo comun repetido. La siguiente estructura ac- 
tua frecuentemente como base para la elaboracion posterior: 

Mana(1— >6)^ 

/Man/J(1— 94)GlcNAc/3(1— M)GlcNAcj3(1— >N)Asn 

Mana(1— > 3 ) 

Este motivo puede observarse, por ejemplo, en las porciones de glucano de la 
ovoalbumina y las inmunoglobulinas. En la Tabla 9.6 se muestra la estructura 
del oligosacarido que esta unido a la inmunoglobulina G (IgG) humana. El re- 
siduo que se indica con Fuc es la a-L-fucosa, un residuo unido frecuentemen- 
te cerca de la conexion proteica de los glucanos con enlace N-. Las inmunoglo- 
bulinas constituyen un ejemplo importante de la funcion de informacion que 
tienen las cadenas de glucanos en las glucoproteinas. Recuerdese del Capltulo 7 
que todas las inmunoglobulinas poseen un hidrato de carbono unido al domi- 
nio constante de cada cadena pesada. Los distintos tipos de inmunoglobulinas 
han de ser reconocidos, tanto para su distribucion adecuada en los tejidos 
como para su interaccion con las celulas fagocitarias, que destruiran el complejo 
antlgeno-inmunoglobulina. Como mlnimo, una parte de este reconocimiento 
se basa en las diferencias existentes en las cadenas de oligosacaridos. 

Otro uso muy importante de los oligosacaridos con enlaces N- es el mar- 
caje intracelular en los organismos eucariotas. En los Capltulos 16 y 28 vere- 
mos como se marcan especlficamente las protelnas destinadas a determinados 
organulos o a la excrecion mediante oligosacaridos durante el procesado pos- 
terior a la traduccion. Este marcado garantiza que lleguen a sus destinos ade- 
cuados. 
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Glucanos con enlace O- 

Muchas protemas tienen oligosacaridos con enlaces O- que cumplen diversas 
funciones. Los peces del Antartico contienen una glucoprotelna que actua como 
“anticongelante”, impidiendo la congelacion de los llquidos corporales aun en 
agua extremadamente fria. Las mucinas, glucoprotelnas que se encuentran en 
cantidades abundantes en las secreciones salivales, contienen muchos gluca- 
nos cortos con enlaces O-. Las mucinas muy extendidas e hidratadas aumentan 
la viscosidad de los llquidos en los que estan disueltas. Algunos glucanos con en- 
laces O- parecen actuar tambien en el direccionamiento intracelular y en la 
identification celular y molecular. Un ejemplo que nos concierne a todos no- 
sotros son los antigenos de los grupos sanguineos. 

ANTIC ENOS DE LOS GRUPOS SANGUINEOS 

Un grupo muy importante de oligosacaridos es el de los antigenos de los gru- 
pos sanguineos. En algunas celulas, estos antigenos estan unidos a las protemas 
de la membrana en forma de glucanos con enlace O-. Otra posibilidad es que el 
oligosacarido se una a una molecula lipldica para formar un glucollpido (vea- 
se el Capltulo 10). La portion lipldica de la molecula facilita el anclaje del antl- 
geno en la superfkie externa de las membranas de los eritrocitos. Son estos 
oligosacaridos los que determinan los tipos de grupos sanguineos en el ser hu- 
mano. Su presencia en una muestra de sangre se detecta mediante la determi- 
nation del grupo sangulneo, es decir, comprobando si los anticuerpos contra un 
determinado antlgeno hacen que los eritrocitos de esa muestra de sangre se ape- 
lotonen o aglutinen. Aunque el sistema constituido por los grupos A, B, AB y O 
es probablemente el mas conocido, es tan solo uno de los 14 sistemas de grupos 
sanguineos que se han caracterizado geneticamente, con mas de 100 antigenos 
de grupos sanguineos diferentes. Estas sustancias estan tambien presentes en 
muchas celulas y tejidos, aparte de la sangre, pero a menudo nos centramos en 
la sangre a causa del amplio uso de la determination del grupo sangulneo para 
establecer relaciones familiares o para seleccionar sangre para las transfusiones. 

En aras de una mayor simplicidad, tomaremos como ejemplo el sistema 
ABO. En la Figura 9.29 se presentan los oligosacaridos correspondientes a cada 
uno de estos grupos sanguineos. Casi todos los seres humanos son capaces de 
producir el sacarido del grupo O, pero la adicion de galactosa (para formar el 
grupo B) o de AT-acetilgalactosamina (para formar el grupo A) requiere otra en- 
zima (vease el Capltulo 16 para mas detalles sobre esta slntesis). Algunas per- 
sonas poseen una de estas enzimas, algunas poseen la otra, y unas pocas son he- 
terocigotas y pueden producir ambas. Las personas heterocigotas tienen sangre 
del grupo AB, y presentan oligosacaridos tanto A como B, en las superficies ce- 
lulares. 

El ser humano es capaz de producir anticuerpos contra los oligosacaridos A 
y B, pero los del grupo O no son antigenicos. Normalmente, una persona no 
produce anticuerpos contra sus propios antigenos, pero si los elabora contra el 
otro grupo antigenico. As! pues, una persona con sangre del grupo A es porta- 
dor de anticuerpos dirigidos contra el polisacarido B. Si se le transfunde sangre 
de un donante del grupo B, estos anticuerpos provocaran una agregacion y 
precipitation de las celulas sangulneas recibidas. Una persona del grupo B tam- 
poco puede recibir sin peligro la sangre del grupo A. Las personas con sangre del 
grupo O tienen normalmente anticuerpos contra el A y contra el B y, por tan- 
to, no pueden recibir sangre de ninguno de estos dos grupos. Las personas con 
el grupo AB, puesto que son portadores, de por si, de los antigenos A y B, no tie- 
nen anticuerpos contra ninguno de ellos. 





NHCOCH a 




Grupo O 




FIGURA 9.29 

Antigenos del grupo sangumeo ABO. El 

oligosacarido O (arriba) no desencadena la 
formacion de anticuerpos en la mayor parte de 
los seres humanos. Los antigenos A y B se 
forman por la adicion de GalNAc o Gal, 
respectivamente, al oligosacarido O. Tanto el 
antfgeno A como el B pueden desencadenar la 
formacion de un anticuerpo especffico. En esta 
figura, R puede representar una molecula 
proteica o una molecula lipfdica. 



Las sustancias de los grupos 
sanguineos son un conjunto de 
oligosacaridos antigenicos unidos a la 
superficie de los globulos rojos. 
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fl En principio, esta relacion es valida. Sin embargo, a las personas AB no se les transfunde nunca sangre de 
otros grupos, puesto que los anticuerpos del donante podrian reaccionar con los antigenos del receptor. 



En la donacion de sangre, la situacion es la inversa. Las personas con sangre 
del grupo O, que no contienen determinantes antigenicos, pueden donar sangre 
sin peligro a cualquier otra persona y son los “donantes universales”. Las per- 
sonas del grupo AB solo pueden donar sangre a otras personas AB, y una per- 
sona de cualquier otro grupo tendra anticuerpos contra A, o B, o ambos. Estas 
relaciones se resumen en la Tabla 9.7. 



Los oligosacaridos como marcadores celulares 



Muchas celulas llevan en su superficie 
una capa compleja de polisacaridos, el 
glucocaliz. 



Los biologos estan empezando a darse cuenta de que las moleculas como los 
antigenos de los grupos sanguineos constituyen tan solo un caso especial 
dentro de un fenomeno mucho mas general, el del marcaje celular por los oli- 
gosacaridos. En un organismo multicelular, es esencial que los distintos tipos 
de celulas esten marcadas en sus superficies de forma que puedan interactuar 
de la forma adecuada con otras celulas y moleculas, y que hagan posible que 
un organismo pueda reconocer sus propias celulas como inmunologicamen- 
te distintas de las celulas extranas. En consonancia con este punto de vista, 
cada vez esta mas claro que las superficies de muchas celulas estan cubiertas 
casi por completo por polisacaridos, que estan unidos a proteinas o a lipidos 
de la membrana celular (Figura 9.30a). Algunas celulas animales poseen una 
cubierta de polisacaridos muy gruesa, denominada glucocaliz (literalmente 
“capa de azucar”). En la Figura 9.30b se muestra el glucocaliz de una celula in- 
testinal. Los oligosacaridos del glucocaliz interactuan con otras sustancias: 
con las bacterias en el intestino y con el colageno de la matriz intercelular en 
algunos otros tejidos. 

Para que los oligosacaridos o los polisacaridos actrien como senales de 
reconocimiento, debe haber proteinas que se unan a ellos de manera especi- 
fica. Una clase de proteinas de este tipo es la de las inmunoglobulinas. Otro 
grupo muy distinto de proteinas que unen sacaridos es el de las lectinas. Es- 
tas se identificaron por primera vez en los tejidos vegetales, donde parecen 
desempenar funciones defensivas y ayudar en la adhesion de las bacterias fi- 
jadoras de nitrogeno a las raices. Actualmente se sabe que las lectinas se en- 
cuentran muy extendidas y que desempenan una gran variedad de funciones 
tambien en los animales. Asi, por ejemplo, las lectinas parecen intervenir en las 
interacciones que se producen entre las celulas y las proteinas de la matriz in- 
tercelular, como el colageno, y ayudan a mantener la estructura tisular y or- 
ganica. Las lectinas de las paredes de las bacterias intestinales facilitan la fija- 
cion de las bacterias al glucocaliz del epitelio intestinal. El hecho de que los 
polisacaridos de la superficie celular sean importantes en la determinacion de 
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EXTERIOR DE LACELULA 
Polisacarido- ^ Lipopolisacarido 



Proteina 



INTERIOR DE LA CELULA 
(a) Oligosacaridos de la superficie celular 

FIGURA9.30 

Factores de reconocimiento de la superficie celular. 

(a) Representacion esquematica de una membrana lipfdica. Los 
oligosacaridos estan unidos a la superficie externa, mediante protefnas 
embebidas en la membrana o mediante moleculas de Ifpidos 
especiales. (b) Fotograffa de microscopia electronica de la superficie 
de una celula epitelial intestinal. Las proyecciones, denominadas 
microvellosidades, estan cubiertas en su superficie externa por una 
capa de cadenas de polisacaridos ramificadas, unidas a protefnas de la 
membrana celular. Esta capa de hidratos de carbono, denominada 
glucocaliz, se encuentra en la superficie de muchas celulas animales. 

(b) Cortesfa del Dr. Susumu Ito. 




(b) Glucocaliz de polisacaridos 



Microvellosidades 



Glucocaliz 



las interacciones celula-celula (incluyendo la adhesion y el impedimento) tie- 
ne un gran significado medico. Por ejemplo, se sabe que los polisacaridos de 
las superficies de muchas celulas cancerosas son anormales, lo cual puede ex- 
plicar en parte la perdida de especificidad tisular que este tipo de celulas pre- 
senta normalmente. 

^Por que desempenan los oligosacaridos con tanta frecuencia el papel de 
marcadores celulares? No lo sabemos, pero se plantean varias posibilidades. En 
primer lugar, los oligosacaridos pueden presentar una notable variedad de es- 
tructuras en cadenas relativamente cortas. Las multiples posibilidades de elec- 
cion de monomeros (entre ellos, azucares modificados), enlaces y patrones de 
ramificacion permiten utilizar un vocabulario amplio, pero especifico. En se- 
gundo lugar, los oligosacaridos son antigenos especialmente potentes, lo cual 
implica que pueden desencadenar rapidamente anticuerpos especificos contra 
ellos (vease el Capitulo 7). No esta claro si esta inter accion es el resultado de una 
propiedad intrinseca de las moleculas de azucar o de las moleculas de anti- 
cuerpos. Es posible que los anticuerpos evolucionaran como una defensa fren- 
te a las bacterias, que tienen unas paredes con abundantes polisacaridos, y que 
ello favoreciera el uso de los sacaridos como dianas. 

Parece probable que la bioquimica de los hidratos de carbono, que durante 
mucho tiempo se ha considerado una parte mas bien prosaica de este campo, 
este a punto de entrar en una nueva fase muy atractiva. A1 ir centrando los 
bioquimicos cada vez mas su atencion en las relaciones entre las celulas y los te- 
jidos que forman un organismo integrado, observan que muchas de estas rela- 
ciones se dan a traves de los hidratos de carbono. 
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Los hidratos de carbono (o sacaridos) son compuestos que tienen la formula es- 
tequiometrica (CH 2 0)„ o derivados de los mismos. Son un producto impor- 
tante de la fotosmtesis, y su oxidation proporciona una fuente de energia prin- 
cipal para las plantas y los animales. Dado que la mayor parte de los 
monosacaridos tienen multiples centres quirales, estos sacaridos se encuen- 
tran en pares enantiomericos (imagenes especulares d y l) de diastereomeros 
multiples. Los monosacaridos pueden ser aldosas o cetosas. La mayor parte de 
los importantes son aldosas d. Los que contienen cinco carbonos o mas se en- 
cuentran principalmente en forma de anillos de cinco (furanosa) o seis (pira- 
nosa) atomos, que proceden de la formation de un hemiacetal interno. Estos 
anillos existen en forma de anomeros (X o /J, y presentan tambien multiples 
conformaciones (p. ej., bote y silla). 

Los derivados importantes de los monosacaridos comprenden los esteres fos- 
fato, los acidos y lactonas, los alditoles, los aminoazucares y los glucosidos. Los 
esteres fosfato son importantes como intermediaries metabolicos; los glucosi- 
dos constituyen una clase amplia de compuestos formados por la elimination de 
agua entre un azucar y otro compuesto hidroxilo. Los oligosacaridos y los po- 
lisacaridos estan formados mediante enlaces glucosidicos entre los monosaca- 
ridos; el enlace glucosidico es metaestable y, por tanto, las enzimas controlan su 
hidrolisis in vivo. Los polisacaridos tienen multiples tipos de funciones, como 
el almacenamiento de azucar (almidon y glucogeno), funciones estructurales 
(celulosa, xilanos, quitina, glucosaminoglucanos, polisacaridos de la pared ce- 
lular) y marcadores de identification (oligosacaridos y polisacaridos de las glu- 
coproteinas y las superficies celulares). Los antigenos de los grupos sanguineos 
son ejemplos importantes de la funcion de identification. 
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PROBLEMAS 



1. Dibuje las proyecciones de Haworth de lo siguiente: 

(a) CHO en forma de a-furanosa. Indique el nom- 

I bre del azucar. 

H — C — OH 

I 

HO — C — H 

I 

H — C — OH 

I 

ch 2 oh 

(b) El isomero L de (a) 

(c) a-D-GlcNAc 

(d) a-D-Fructofuranosa 

2. La a-D-galactopiranosa rota el piano de la luz polarizada, pero 
el producto de su reduction con borohidruro sodico (galactitol) 
no lo hace. Explique la diferencia. 

3. De una explication al hecho de que la a-D-manosa sea mas es- 
table que la /3-D-manosa, mientras que con la glucosa ocurre lo 
contrario. 



8. ^Cual es el polisacarido natural cuya estructura repetida puede 
simbolizarse mediante GlcUA/3( 1— >3)GlcNAc, con estas 
unidades conectadas mediante enlaces /3(1— >4)? 

*9. Indique cuales de las estructuras siguientes son ko Sen el sis- 
tema absoluto. 

H. ch, 

' / c / 

H. CH, ✓ \ 

ch 2 o-ch 3 

✓ \ I 

h 2 n cooh ch 3 

(a) (b) 

*10. El reactivo peryodato (I0 4 “) rompe de forma oxidativa los 
enlaces carbono-carbono entre dos carbonos portadores de 
grupos hidroxilo. Explique de que forma podria utilizarse la 
oxidation con peryodato para diferenciar los metilglucosidos de 
glucosa en las formas piranosa y furanosa. 

11. Dibuje (utilizando las proyecciones de Haworth) los fragmen- 
tos de estructura de xilano y glucomanano que se muestran 
en la pagina 337. 

12. Una estudiante de investigation esta intentando secuenciar un 
oligosacarido unido a un orosomucoide (vease la Figura 9A.1) 
procedente de una linea celular mutante. Encuentra en el anali- 
sis la presencia de Sia, Gal y GlcNAc. La rotura con neu- 
raminidasa da resultado, pero la /f-galactosidasa carece de efec- 
to. Sugiera una explication. 

13. Uno o mas de uno de los compuestos que se presentan mas 
abajo satisface cada una de las siguientes afirmaciones. No hay 
que utilizar todos los compuestos; algunos pueden utilizarse 
dos veces. Poner la letra o las letras en la parte rayada. 

(a) Se encuentra en la quitina. 

(b) Es un L-sacarido. 

(c) El primer residuo unido a asparagina en los glucanos liga- 

dos por N-. 

(d) Un acido uronico. 

(e) Una cetosa. 



*4. Utilizando los datos de la Tabla 9.2, calcule el cambio de energia 
libre del estado estandar para la conversion de la D-glucosa del 
anomero a en el /3 a 40°C. ^Puede dar una explication cualita- 
tiva de ello? iCree que el AG se debe principalmente a la con- 
tribution de la entalpia o de la entropia? 

5. El disacarido a,j8-trehalosa difiere de la estructura a, a de la 
Figura 9.16a por tener un enlace (al— >j8l). Dibuje su estruc- 
tura. 

6. Un azucar redactor experimental la reaction de Fehling (vease 
la pagina 325), que requiere un grupo aldehido libre (poten- 
tial). ^Cuales de los disacaridos de la Figura 9.16 son reductores 
y cuales no lo son? 

7. Los dextranos son polisacaridos producidos por determina- 
das especies de bacterias. Se trata de glucanos que tienen fun- 
damentalmente enlaces a(l— >6) y con ramificaciones fre- 
cuentes a(l— >3). Dibuje una proyeccion de Haworth de una 
parte de un dextrano, incluyendo un punto de ramification 
( 1 — >3) . 




(a) 


(b) 


(c) 


ch 2 oh 


ch 2 oh 

1 


ch 2 oh 


o 

II 

-o - 


1 

CHOH 

1 


o 

II 

-o - 


1 

H — C — OH 


1 

ch 2 oh 


X 

1 

-o- 

1 

o 

X 


ch 2 oh 




ch 2 oh 


(d) 


(e) 


(f) 
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HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 9A 



Secuenciacion de oligosacaridos 

La determinacion de las secuencias de los oligosacaridos plan- 
tea problemas similares a los que se dan en la secuenciacion de 
las proteinas, aunque de mayor dificultad. Dados los muchos 
tipos de monomeros que pueden hallarse y la diversidad de 
enlaces entre ellos, no ha podido disenarse un metodo unico, 
como la degradacion de Edman de los polipeptidos. 

El primer paso en cualquier analisis de secuencia consiste, 
como en el analisis de los polipeptidos, en la determinacion de 
la composicion. El oligomero se hidroliza en una solucion 
acida, que produce una mezcla de monosacaridos. En la ac- 
tualidad, estos monosacaridos casi siempre se separan, iden- 
tifican y cuantifican mediante cromatografia gas-liquido. 

La determinacion de la secuencia en si resulta mucho mas 
dificil. En el pasado se utilizaron mucho los metodos quimi- 
cos, pero en la actualidad estos se han sustituido, en gran par- 
te, por la rotura enzimatica del oligomero, seguida del empleo 
de metodos sofisticados para la identificacion de los frag- 
mentos. Los investigadores estan familiarizados en la actuali- 
dad con un gran numero de enzimas (glucosidasas) que ca- 
talizan la ruptura de los enlaces glucosidicos entre los restos de 
azucares. Algunas de estas enzimas tienen una accion muy es- 
pecifica. Pueden dividirse en dos grupos: exoglucosidasas, que 
eliminan el residuo terminal de una cadena de oligosacarido, 
y endoglucosidasas, que catalizan la rotura dentro de la cadena. 
En la Tabla 9A.1 se indican algunos ejemplos de estas enzimas. 

Un ejemplo sencillo de la aplicacion de glucosidasas espe- 
cificas para la determinacion de la secuencia es el que se pre- 
senta en la Figura 9A.1. El oligosacarido que se presenta es una 
parte de uno de los diversos oligosacaridos unidos a la protei- 
na serica orosomucoide. El residuo del extremo no reductor de 
la cadena puede eliminarse mediante la neuraminidasa. Segun 
se indica en la Tabla 9A.1, el residuo terminal debe ser acido 
sialico, unido a Gal o a GlcNAc. Se encuentra el acido sialico, 






Paso 3 

/3-/V-Acetilglucosaminidasa 



0 

O .. NAc • 




FIGURA 9.A1 

Ruptura de un oligosacarido mediante glucosidasas. El 

oligosacarido esta unido a la protelna orosomucoide (R). 



y la posterior liberacion de Gal por la /3-galactosidasa de 
Streptococcus indica que el residuo siguiente corresponde a 
Gal, unida a GlcNAc mediante un enlace 1— >4. Este ultimo re- 
siduo se confirma mediante su liberacion por la /3-N-acetil- 
glucosaminidasa. Con el empleo de tecnicas modernas de ana- 



TABLE 9A.1 

ALGUNAS GLUCOSIDASAS ESPECIFICAS UTILIZADAS PARA LA SECUENCIACION DE LOS OLIGOSACARIDOS 



Nombre de la enzima 


Origen 


Especificidad 


Exoglucosidadas 

Neuraminidasa 

/3-Galactosidasa 

a-Fucosidasa 


Streptococcus pneumoniae 
Streptococcus pneumoniae 
Clostridium perfringens 


Siaa(2— >3 or 6)Gal or Siaa(2— >6)GlcNAc 
Gal/1 (1—>4)G1 cNAc 
F uca(l— >2)Gal 


Endoglucosidasas 

Endo-/3-galactosidasa 
Emulsion de almendras 


Escherichia freundii 
Almendras amargas 


■■■ GlcNAc/1 ( 1 — >3 ) Gal/1 ( 1 — >4)Glc(GlcNAc) 

Rompe el enlace con Asn en muchos oligosacaridos con enlaces N- 



secuenciaciOn de oligosacAridos 
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lisis, pueden determinarse de esta forma las secuencias al nivel 
de picomol. 

Aunque estos metodos pueden proporcionar con frecuen- 
cia una informacion definitiva, son laboriosos y no siempre re- 
sultan eficaces. En los ultimos anos se ha impulsado conside- 
rablemente la RMN de alta resolution y la espectrometrla de 
masas como tecnicas para la identification de los oligosacari- 
dos complejos. El empleo de estos metodos se describe en las 
revisiones de Jones y Wait (vease la Bibliografia), pero son 
demasiado tecnicos para describirlos aqui. 
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CAPITULO 10 



Lipidos, membranas 
y transpose celular 



Las molecules que encontraremos en este capitulo, los li'pidos, llevan 
a cabo multiples funciones. Alguna de ellas, las grasas, se utilizan para el almace- 
namiento de energia y el aislamiento termico. Sin embargo, la portion mas gran- 
de de los lipidos, en la mayor parte de las celulas, se emplea para formar mem- 
branas, los tabiques que dividen los compartimientos y separan a la celula de sus 
alrededores. Las membranas son mucho mas que unas paredes pasivas, puesto que 
contienen unas puertas muy selectivas que facilitan el paso de determinadas 
sustancias en determinadas direcciones, al tiempo que impiden por completo el 
paso de otras. Esta propiedad de permeabilidad selectiva de la membrana permi- 
te que las distintas partes de la celula realicen sus operaciones especificas. 

Los lipidos constituyen un grupo extraordinariamente diverso de moleculas 
y no los consideraremos todos en este capitulo. Ademas de los lipidos que rea- 
lizan las funciones ya descritas, los hay que actuan como vitaminas (por ejem- 
plo, la vitamina E) y otros que forman las grandes clases de hormonas esteroi- 
deas y de prostaglandinas. Describimos aqui algunas de ellas, pero dejaremos el 
estudio de los lipidos con funciones mas especializadas y su quimica para los 
Capitulos 18 y 19. En esos capitulos analizamos tambien el transporte lipidico 
y los complejos lipido-proteina o lipoprotemas que intervienen en ese proceso. 



Estructura molecular y comportamiento 
de los lipidos 

A diferencia de las proteinas, los acidos nucleicos y los polisacaridos, los lipidos 
no son polimeros, sino que son moleculas bastante pequenas que presentan una 
fuerte tendencia a asociarse mediante fuerzas no covalentes. Generalmente, los 
lipidos se caracterizan por el tipo de estructura que se indica en el margen: 
una “cabeza” hidrofila polar, conectada a una “cola” hidrocarbonada hidrofoba 
apolar. Las moleculas lipidicas en un medio acuoso tienden a agruparse for- 
mando una asociacion no covalente por dos razones fundamentales. Al igual 
que los grupos apolares de las proteinas se asocian mediante un efecto hidrofobo 
que estimula la entropia, las colas apolares de los lipidos tambien lo hacen. 
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Las moleculas lipfdicas son anfipaticas. 
Tienden a formar monocapas 
superficiales, bicapas, micelas o 
vesiculas cuando entran en contacto 
con el agua. 



Una segunda fuerza de estabilizacion es la que procede de la interaccion de 
van der Waals entre las zonas hidrocarbonadas de las moleculas. 

Por otro lado, los grupos de cabeza hidrofilos polares de las moleculas lipidi- 
cas tienden a asociarse con el agua. En consecuencia, los lipidos son ejemplos cla- 
ros del tipo de sustancia anfipatica que se ha descrito en el Capitulo 2. Esta “es- 
quizofrenia molecular” tiene varias consecuencias posibles, como la formacion de 
monocapas de superficie, bicapas, micelas y vesiculas, por los lipidos en contacto 
con el agua (vease la Figura 2.15). Desde un punto de vista biologico, la mas im- 
portante de estas consecuencias es la tendencia de los lipidos a formar micelas y 
bicapas de membrana. El tipo de estructura exacta que se forma cuando un lipi- 
do entra en contacto con el agua depende de la estructura molecular especifica de 
las partes hidrofila e hidrofoba de esa molecula lipidica. Asi pues, conviene ana- 
lizar en este momento la estructura de algunos de los tipos principales de lipidos. 



ACIDOS GRASOS 



La mayoria de los acidos grasos que 
existen en la naturaleza contienen un 
numero par de atomos de carbono. Si 
hay dobles enlaces (insaturacion), 
generalmente son de tipo c/s. 



Los lipidos mas sencillos son los acidos grasos, que son tambien componentes 
de muchos lipidos mas complejos. Su estructura basica ilustra el modelo gene- 
ral de lipido que se ha descrito antes: un grupo carboxilato hidrofilo unido a un 
extremo de una cadena hidrocarbonada (a menudo larga). Un ejemplo es el aci- 
do estearico, que tiene una amplia distribution en los organismos. En la Figura 
10.1a y c se presenta su forma ionizada, el ion estearato. El acido estearico es un 
ejemplo de un acido graso saturado, en el que todos los carbonos de la cola es- 
tan saturados con atomos de hidrogeno. En la Tabla 10.1 se indican algunos de 
los acidos grasos saturados con mayor importancia biologica. Observese que 
cada uno de ellos tiene un nombre comun (como acido estearico) y un nombre 
sistematico (en este caso, acido n-octadecanoico). 

Muchos de los acidos grasos importantes que existen en la naturaleza estan in- 
saturados, es decir, contienen uno o mas dobles enlaces (vease la Tabla 10.1). El aci- 
do oleico, que se encuentra en muchas grasas animales, da lugar al ion oleato (Figura 
10.1b y c). En la mayor parte de los acidos grasos insaturados presentes en la na- 
turaleza, la orientacion de los dobles enlaces es cis en vez de trans. Esta orientacion 



Hidrofila Hidrofoba 



/ / 





FIGURA 10.1 

Estructuras de las formas ionizadas de algunos acidos grasos 
representativos. Las partes hidrofilas (grupos de cabeza) de las 
moleculas se indican mediante un fondo azul palido en los modelos; las 
partes hidrofobas (colas) se indican en amarillo. (a) Anion del acido 
estearico, un acido graso saturado. (b) Anion del acido oleico, un acido 
graso insaturado con un doble enlace cis. (c) Formulas de (a) y (b). 
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(C) Formulas 
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tabla 10.1 Algunos acidos grasos de importancia biologica 



Nombre Comun Nombre Sistematico Abreviatura Estructura Punto de Fusion (°C) 



Acidos Grasos Saturados 



Caprico 


«-Decanoico 


10:0 


CH 3 (CH 2 ) 8 COOH 


31.6 


Laurico 


rc-Dodecanoico 


12:0 


CH 3 (CH 2 ) 10 COOH 


44.2 


Miristico 


n-Tetradecanoico 


14:0 


CH 3 (CH 2 ) 12 COOH 


53.9 


Palmitico 


«-Hexadecanoico 


16:0 


CH 3 (CH 2 ) 14 COOH 


63.1 


Estearico 


n-Octadecanoico 


18:0 


CH 3 (CH 2 ) 16 COOH 


69.6 


Araquidico 


tt-Eicosanoico 


20:0 


CH 3 (CH 2 ) 1s COOH 


76.5 


Behenico 


«-Docosanoico 


22:0 


CH 3 (CH 2 ) 20 COOH 


81.5 


Lignocerico 


«-Tetracosanoico 


24:0 


CH 3 (CH 2 ) 22 COOH 


86.0 


Cerotico 


«-Hexacosanoico 


26:0 


CH 3 (CH 2 ) 24 COOH 


88.5 


Acidos Grasos Insaturados 








Palmitoleico 


czs-9-Hexadecenoico 


16:lcA9 


CH 3 (CH 2 ) 5 CH=CH(CH 2 ) 7 COOH 


0 


Oleico 


a's-9-Octadecenoico 


18:lcA9 


CH 3 (CH 2 ) 7 CH=CH(CH 2 ) 7 COOH 


16 


Linoleico 


cis,a's-9,12- 


18:2cA9,12 


CH 3 (CH 2 ) 4 CH= 


5 




Octadecadienoico 




CHCH 2 CH=CH(CH 2 ) 7 COOH 




Linolenico 


all-ds-9,12,15- 


18:3cA9,12,15 


ch 3 ch 2 ch = chch 2 ch = 


-11 




Octadecatrienoico 




CHCH 2 CH = CH(CH 2 ) 7 COOH 




Araquidonico 


all-ris-5,8,11,14- 


20:4cA5,8,ll,14 


CH 3 (CH 2 ) 4 CH= 


-50 




Eicosatetraenoico 




CHCHjCH = CHCH 2 CH = 
CHCH 2 CH = CH(CH 2 ) 3 COOH 




Acidos Ramificados y Ciclicos 














ch 3 




Tuberculoestearico 


l-D- 1 0-Metiloctadecanoico 




CH 3 (CH 2 ) 7 CH(CH 2 ) 8 COOH 


13.2 








ch 2 




Lactobacilico 


ffl-(2-/!-Octilciclopropil)- 




CH 3 (CH 2 ) s CH— CH(CH 2 ) 9 COOH 


29 



octadecanoico 



tiene un efecto importante sobre la estructura molecular, puesto que cada doble en- 
lace cis introduce una flexion en la cadena hidrocarbonada. Sin embargo, debe te- 
nerse en cuenta que, aunque en la Figura 10.1 se presentan las moleculas en forma 
de estructuras rigidas, existe libertad de rotation alrededor de cada enlace sencillo 
de la cadena hidrocarbonada. Son posibles, pues, multiples conformaciones. 

La mayor parte de los acidos grasos presentes en la naturaleza tiene un nu- 
mero par de atomos de carbono. Aunque las cadenas hidrocarbonadas son li- 
neales en la mayor parte de los acidos grasos, algunos de ellos (que se encuen- 
tran fundamentalmente en las bacterias) contienen ramificaciones o incluso 
estructuras ciclicas (vease la Tabla 10.1). 

Para tener una forma mas comoda y clara de denominar a los acidos grasos, 
se ha ideado el sistema de abreviaturas que se presenta en la Tabla 10.1. Las reglas 
son sencillas: el numero antes de los dos puntos da el numero total de carbonos, 
y el numero tras los dos puntos da el total de dobles enlaces. Las configuraciones 
y posiciones de los dobles enlaces se indican mediante c (cis) o t (trans), seguido 
por A y uno o varios numeros. Estos numeros corresponden al atomo de carbo- 
no (contando a partir del carboxilo) en el que se inicia cada doble enlace. Asi, por 
ejemplo, el acido oleico se designa por 18:lcA9, y el linolenico por 18:3cA9,12,15. 

Los acidos grasos son acidos debiles, con valores de p K a que son, en pro- 
medio, de alrededor de 4.5: 

RCOOH , RCOCT + H + 



pK a s 4.5 
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FIGURA 10.2 

Estructura de la triestearina, una grasa. 

La triestearina es un triacilgiicerol (grasa) 
formado por glicerol y tres moleculas de 
estearato. La parte hidrofila de la triestearina la 
forman el glicerol y los grupos de cabeza de los 
estearatos; la parte hidrofoba la forman las 
colas hidrocarbonadas de los estearatos. 



table 10.2 Composicion de algunas 
grasas naturales en 
porcentaje de acidos 
grasos totales 



Numero de 
Atomos de C 
en la cadena 


Porcentaje presente en: 


Aceite 
de oliva 


Mante- 

quilla" 


Grasa 

bovina 


Saturados 


4-12 


2 


ii 


2 


14 


2 


10 


2 


16 


13 


26 


29 


18 


3 


11 


21 


Insaturados 


16-18 


80 


40 


46 



a Las cifras no suman un total del 100% ya que la sus- 
tancia contiene pequenas cantidades de otros acidos 
grasos. 



Asi pties, estos acidos se encuentran a pH fisiologico en forma anionica 
(RCOO - ) y, en estas condiciones, seria mas correcto hablar de estearato y olea- 
to, en vez de acido estearico u oleico. La carga del grupo carboxilo hace que este 
sea extremadamente hidrofilo, mientras que las colas hidrocarbonadas largas 
son muy hidrofobas. Como consecuencia de ello, los acidos grasos se compor- 
tan como sustancias anfipaticas caracteristicas cuando intentamos disolverlos en 
agua. Como se indica en la Figura 2.15, tienden a formar monocapas en la se- 
paracion aire-agua, con los grupos carboxilo hidrofilos sumergidos en el agua 
y las colas hidrocarbonadas fuera del agua. 

Si se agitan los acidos grasos con agua, formaran micelas, en las que las colas 
hidrocarbonadas se agrupan juntas dentro de la estructura y las cabezas de car- 
boxilato estan en contacto con el agua circundante. Si los acidos grasos se mez- 
clan con agua y una sustancia oleosa o grasienta (por ejemplo, un hidrocarburo), 
las micelas se formaran sobre las gotitas del aceite, emulsificandolo. Este com- 
portamiento es la base de la accion de los jabones y los detergentes sinteticos. 

Aunque los acidos grasos desempenan funciones importantes en el metabo- 
lismo, nunca se encuentran en las celulas vivas grandes cantidades de los acidos 
libres ni de sus aniones. En lugar de ello, estos compuestos se encuentran casi 
siempre como componentes de lipidos mas complejos. Pasemos ahora a consi- 
derar algunas de estas clases de moleculas lipidicas con importancia biologica. 

TRIACILGLICEROLES: GRASAS 

Las cadenas hidrocarbonadas largas de los acidos grasos son extraordinaria- 
mente eficaces para el almacenamiento de energia, ya que contienen carbono en 
una forma totalmente reducida y, por lo tanto, proporcionan una cantidad ma- 
xima de energia con la oxidacion. De hecho, constituyen reservas de energia mu- 
cho mas eficaces que los hidratos de carbono. (En el Capitulo 18 se realizara un 
analisis explicito de esta diferencia.) Por este motivo, los lipidos los utilizan mu- 
chos organismos, inchiyendo el ser humano, para el almacenamiento de energia. 

El almacenamiento de los acidos grasos en el organismo se realiza en gran 
parte en forma de triacilgliceroles o grasas. Estas sustancias son triesteres de aci- 
dos grasos y glicerol; su formula general es la siguiente: 

0 

II 

H 2 C — O — C — R 1 

0 

II 

H — C — O — C — R 2 

0 

II 

h 2 c— o— c— r 3 

Triacilgiicerol 

en donde R 1; R 2 y R 3 corresponden a las colas hidrocarbonadas de diversos aci- 
dos grasos. Hemos dibujado la estructura con las cadenas hidrofobas hacia la de- 
recha, segun nuestro convenio. Dicho convenio no indica una configuracion es- 
tereoquimica. (La configuracion estereoquimica correcta esta dibujada en la 
Figura 10.6a.) Como ejemplo concreto, si R x = R 2 = R 3 = (CH 2 ) 16 CH 3 , la cola hi- 
drocarbonada del acido estearico, la molecula es la triestearina (Figura 10.2). Sin 
embargo, la mayor parte de los triacilgliceroles contienen una mezcla de acidos 
grasos, entre ellos algunos insaturados. En la Tabla 10.2 se indica la composicion 
de acidos grasos de algunas grasas naturales. La comparacion de la experiencia co- 
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FIGURA 10.3 

Adipocitos. Los adipocitos o celulas de almacenamiento de grasa de los 
animales forman una gran parte del tejido adiposo. Las siglas MFC y VSFC 
corresponden a "celula grasa madura" y "celula grasa muy pequena" 
respectivamente. 

Tornado de P. Julien, J.-P. Despres y A. Angel, /. Lipid Res. (1 989) 30:293-299. Utilizado con permiso. 



mun con estas grasas y los datos de la tabla descubren una correlation interesante. 
Las grasas con abundantes acidos grasos insaturados (como el aceite de oliva) son 
llquidas a temperatura ambiente, mientras que las que tienen un contenido mas 
elevado de acidos grasos saturados (como la mantequilla) son mas solidas. De he- 
cho, una grasa totalmente saturada es un solido bastante duro, en especial si las ca- 
denas hidrocarbonadas son largas, lo que queda claro observando los datos de los 
puntos de fusion de la Tabla 10.1. La razon es sencilla: las cadenas saturadas lar- 
gas pueden colocarse muy juntas para formar estructuras semicristalinas regula- 
res. En cambio, la flexion que imponen uno o mas dobles enlaces cis (vease la 
Figura 10.1b y c) hace que sea mas diflcil la compactacion molecular. De hecho, 
la hidrogenacion parcial de los aceites grasos insaturados (como el aceite de 
maiz) se utiliza comercialmente para convertirlos en grasas mas solidas, que pue- 
den utilizarse como sustitutos de la mantequilla, como la margarina. 

La esterification con glicerol reduce en gran medida el caracter hidrofilo de 
los grupos de cabeza de los acidos grasos. Como consecuencia de ello, los tria- 
cilgliceroles no solo son insolubles en agua, sino que no forman siquiera mice- 
las de manera eficaz. Las grasas acumuladas en las celulas vegetales y animales 
forman, pues, tan solo pequenas gotas oleosas en el citoplasma. En los adipo- 
citos, que son las celulas animales especializadas en el almacenamiento de las 
grasas, casi todo el volumen de cada celula esta ocupado por una gota de grasa 
(Figura 10.3). Estas celulas constituyen la mayor parte del tejido adiposo (gra- 
so) de los animales. 

El almacenamiento de grasas en los animales tiene tres funciones distintas: 

1. Production de energia. La mayor parte de la grasa de la mayoria de los ani- 
males se oxida para generar ATP e impulsar los procesos metabolicos. 

2. Production de calor. Algunas celulas especializadas (por ejemplo las de la 
“grasa parda” de los animales homeotermos) oxidan los triacilgliceroles 
para producir calor, en lugar de para formar ATP. 

3. Aislamiento. En los animales que viven en un entorno frio, las capas de 
celulas adiposas situadas debajo de la piel actuan como un aislante ter- 
mico. Un ejemplo obvio es la grasa de las ballenas. 



Las grasas o triacilgliceroles son 
triesteres de acidos grasos y glicerol. 
Constituyen la principal forma 
de almacenamiento de energia 
de muchos organismos. 



JABONES Y DETERGENTES 

Si las grasas se hidrolizan con alcalis como NaOH o KOH (antiguamente se uti- 
lizaba madera de fresno), se obtiene un jabon. Este proceso se denomina sapo- 
nification. Los acidos grasos se liberan en forma de sales sodicas o potasicas, que 
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FIGURA 10.4 

Estructura de una cera caracteristica. 

Las ceras se forman por esterificacion de acidos 
grasos y alcoholes de cadena larga. El grupo de 
cabeza pequeno puede contribuir en escasa 
medida a la hidrofilia a diferencia de la 
contribucion hidrofoba importante de las dos 
colas largas. 



estan totalmente ionizadas. Sin embargo, como limpiadores, los jabones tienen 
el inconveniente de que los acidos grasos precipitan con los iones calcio o mag- 
nesio presentes en el agua “dura”, formando espuma y destruyendo la action 
eimilsificante. Se han disenado detergentes sinteticos que no tienen este defec- 
to. Un tipo de ellos es el dodecil sulfato sodico ( SDS ): 

-0 3 S0 (CH z ) 11 CH 3 + Na + 

Las sales de dodecil sulfato con los cationes divalentes (p. ej., Ca 2+ y Mg 2+ ) son 
mas solubles. Hemos encontrado ya al SDS que se utiliza mucho para formar 
micelas alrededor de las proteinas en la electroforesis en gel. Tambien existen de- 
tergentes sinteticos no ionicos, como el Triton X-100: 

CH, CH, 

/ \ I I 

— ? V- c— ch 2 — c— ch 3 

CH 3 CH 3 

El grupo hidrofilo es en este caso el grupo de cabeza de polioxietileno (que se in- 
dica en azul), que en el producto comercial tiene unos 9.5 residuos de longitud. 

CERAS 

En las ceras naturales, un acido graso de cadena larga se esterifica con un al- 
cohol de cadena larga (Figura 10.4), para dar un grupo de cabeza que tan solo 
es debilmente hidrofilo, unido a dos cadenas hidrocarbonadas. Como conse- 
cuencia de ello, las ceras son completamente insolubles en agua. De hecho, son 
tan hidrofobas que frecLientemente actuan como sustancias repelentes del 
agua, como ocurre en las plumas de algunas aves y en las hojas de algunas 
plantas. En determinados microorganismos marinos, las ceras se Litilizan para 
el almacenamiento de energia en lugar de otros lipidos. En las abejas, las ce- 
ras tienen una funcion estructural. Al igual que ocurre con los triacilglicero- 
les, la dureza de las ceras viene dada por la longitud de la cadena y su grado de 
saturation. 



Componentes lipidicos de las membranas biologicas 



Los principales componentes lipidicos 
de las membranas biologicas son los 
glicerofosfolipidos, los esfingolfpidos, 
los glucoesfingolipidos y los 
glucoglicerolfpidos. 



Todas las membranas biologicas contienen lipidos como componentes prin- 
cipales. Las moleculas que desempenan las funciones dominantes en la for- 
mation de la membrana tienen todas unos grupos de cabeza muy polares y, en 
la mayor parte de los casos, dos colas hidrocarbonadas. Esta composition tie- 
ne sentido desde el punto de vista molecular: si un grupo de cabeza grande 
esta unido a una cadena hidrocarbonada sencilla, la molecula tiene una dis- 
position cuneiforme y tendera a formar micelas esfericas (Figura 10.5a). Una 
doble cola produce una molecula aproximadamente cilindrica (Figura 10.5b) 
y estas moleculas cilindricas pueden compactarse con facilidad en paralelo, 
para formar laminas extendidas de membranas bicapa con los grupos de ca- 
beza hidrofilos hacia fuera, en las regiones acuosas de ambos lados (Figura 
10.5c). Las cuatro clases principales de lipidos que forman las membranas, gli- 
cerofosfolipidos, esfingolipidos, glucoesfingolipidos y gkicoglicerolipidos, 
comparten este tipo de estructura molecular cilindrica. Se diferencian prin- 
cipalmente en la naturaleza del grupo de cabeza. Describiremos algunos ejem- 
plos de cada clase. 
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FIGURA 10.5 

Fosfoli'pidos y estructura de la membrana. 

Mientras que los acidos grasos (a) son cuneiformes y 
tienden a formar micelas esfericas, los fosfolfpidos 

(b) son mas cilfndricos y quedan densamente 
compactados en el tipo de estructura de bicapa 
lipfdica que se muestra en (c), en una simulacion de 
ordenador de una bicapa de fosfolfpido. 

(c) Tornado de R. M. Venable, Y. Zhang, B. J. Hardy y R. W. Pastor, 
Science (1993) 262:223-228. © 1993 AAAS. 
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GLICEROFOSFOLIPIDOS 

Los glicerofosfollpidos (tambien denominados fosfogliceridos) son la principal 
clase de fosfolipidos presentes en la naturaleza, lipidos con grupos de cabeza que 
contienen fosfato. Estos compuestos constituyen una parte importante de los li- 
pidos de la membrana en los reinos bacteriano, vegetal y animal. Todos los gli- 
cerofosfolipidos pueden considerarse derivados del glicerol-3-fosfato. El carbono 
2 del glicerol-3-fosfato es un centro quiral, y los glicerofosfollpidos presentes en 
la naturaleza son derivados del enantiomero L. La configuration estereoquimi- 
ca de la estructura general de los glicerofosfollpidos se muestra en la Figu- 
re 10.6a. En la Figura 10.6b se presenta la molecula de la forma que utilizaremos 
generalmente para representar los lipidos de membrana, con las colas hidrofo- 
bas dibujadas hacia la derecha y el grupo de cabeza hidrofilo hacia la izquierda. 
Generalmente, los grupos R , y R 2 son cadenas laterales de acilo, derivadas de los 
acidos grasos; es frecuente que uno sea saturado y el otro insaturado. El grupo 
hidrofilo R 3 es muy variable, y ello es lo que confiere la maxima variation en 
cuanto a las propiedades de los diversos glicerofosfollpidos. En la Figura 10.7 se 
presenta una muestra de los glicerofosfollpidos mas frecuentes, y en la Tabla 10.3 
se indica su abundancia relativa en algunas membranas. El miembro mas sen- 
cillo del grupo, el acido fosfatidico, es tan solo un componente menor de la 
membrana que actua principalmente como intermediario en la sintesis de otros 
glicerofosfollpidos (que se describira en el Capitulo 19). Los nombres de los gli- 
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FIGURA 10.6 

Estructura de los glicerofosfolipidos. 

(a) Presentation estereoqufmica del 
enantiomero L de un glicerofosfolfpido general. 

(b) La misma estructura representada segun 
nuestro convenio, con los grupos hidrofobos 
hacia la derecha y la parte hidrofila hacia la 
izquierda. R 3 es un grupo hidrofilo. (Vease la 
Figura 10.7.) 



cerofosfolipidos derivan del acido fosfatidico: fosfatidilcolina, fosfatidiletanola- 
mina, etcetera. Como se indica en la Figura 10.7, los glicerofosfolipidos tienen 
unos grupos de cabeza muy polares, que siempre llevan alguna carga. Dado que 
las colas hidrocarbonadas proceden de los acidos grasos presentes en la natu- 
raleza en diversas combinaciones, existe una enorme variedad de glicerofosfo- 
lipidos. Asi, por ejemplo, la membrana de los eritrocitos contiene moleculas con 
cadenas hidrocarbonadas de 16 a 24 carbonos, con 0 a 6 dobles enlaces. Esta va- 
riacion de la composicion de la membrana permite un “ajuste fino” de las pro- 
piedades de la membrana para las diversas funciones que deben realizar las di- 
ferentes membranas. 



Nombre del glicerofosfblipido R 3 

Acido fosfatidico H — 



(en la Figura 10.6) 

(ionizado a pH 
neutro) 



Fosfatidiletanolamina 



H 3 N — CH 2 — CH 2 — 



Fosfatidilcolina 



(CH 3 ) 3 N— ch 2 — ch 2 — 



Fosfatidilserina 



Fosfatidilinositol 



FIGURA 10.7 

Grupos hidrofilos (R 3 en la Figura 10.6) que 
diferencian a los glicerofosfolipidos comunes. Ademas 
de esta variacion, existe una gran cantidad de variacion en las 
colas hidrocarbonadas (R 1( R 2 ) en las estructuras que se 
presentan en la Figura 10.6. 
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j tabla 10.3 Composicion lipidica de algunas membranas biologicas 


Lfpido 


Porcentaje de la composicion total en 


Membrana 
plasmatica 
del eirtrocito 
humano 


Mielina 

humana 


Mitocondrias 
de corazon 
de buey 


Membrana 
celular de 
E. coli 


Acido fosfatidico 


1.5 


0.5 


0 


0 


Fosfatidilcolina 


19 


10 


39 


0 


Fosfatidiletanolamina 


18 


20 


27 


65 


Fosfatidilglicerol 


0 


0 


0 


18 


Fosfatidilinositol 


1 


1 


7 


0 


Fosfatidilserina 


8.0 


8.0 


0.5 


0 


Esfingomielina 


17.5 


8.5 


0 


0 


Glocolipidos 


10 


26 


0 


0 


Colesterol 


25 


26 


3 


0 


Otros 


0 


0 


23.5 


17 



Fuente: Datos tornados de C. Tanford, The Hydrophobic Effect (Nueva York: Wiley, 1973). 



ESFINGOLIPIDOS Y GLUCOESFINGOLIPIDOS 

Una segunda clase importante de componentes de la membrana es la de las sus- 

tancias formadas con el aminoalcohol de cadena larga esfingosina en vez de con Una amplia clase de esfingolipidos esta 
glicerol. Si un acido graso esta unido mediante un enlace amida al grupo (NH 2 , formada sobre un nucleo de 
se obtiene la clase de esfingolipidos denominados ceramidas: esfingosina. 



H 

I 

c=c— (CH 2 ) 12 CH 3 
H 

H— C — NH, 

I 2 

HO— CH„ 



Esfingosina = D-4-esfinganina 
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c=c— (CH 2 ) 12 CH 3 



I 

H 






H— C— N— C— R 

I 

H 

HO— CH 2 

Estructura general de una ceramida 
(R = hidrocarburo) 



Las ceramidas estan formadas solo por esfingosina y un acido graso. La posterior 
modificacion, mediante la adicion de grupos al hidroxilo del C-l de la esfingo- 
sina, da lugar a otros esfingolipidos. Un ejemplo especialmente importante es la 
esfingomielina, en la que un grupo fosfocolina esta unido al hidroxilo del C-3. 
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Glucoesfingolipido 

Composicion de un glucoesfingolipido 
generalizado 



Esfingomielina 
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(a) Galactosilceramida 




figura 10.8 

Ejemplos de glucoesfingolipidos. (a) Cerebrosido, componente 
importante de las membranas celulares cerebrales. (b) Gangliosido. Este 
gangliosido concrete, denominado GM 2 o gangliosido de Tay-Sachs, se 
acumula en el tejido nervioso de los ninos pequenos afectados por la 
enfermedad de Tay-Sachs. El defecto causante de este trastorno 
hereditario es la falta de una enzima que normalmente se encarga de 
romper la GalNAc terminal. (Vease el Capftulo 19.) 



H OH 



ch 3 cn 




OH H 

(b) GalNAc/3( 1 ->4)Gal/3( 1 ->4)Glc/3(1 ->1 )ceramida 
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En algunos de los lipidos de membrana formados sobre la esfingosina, el 
grupo de cabeza contiene sacaridos. Los lipidos que contienen grupos sacaridos 
reciben el nombre general de glucollpidos. Los glucoesfingolipidos constituyen 
la tercera clase principal de los lipidos de membrana. Su estructura general es la 
que se indica al margen de la pagina anterior. Abarcan moleculas como los ce- 
rebrosidos (monoglucosil ceramidas) y los gangliosidos, glucoesfingolipidos 
anionicos que contienen uno o mas residuos de acido sialico, de los que se pre- 
sentan ejemplos en la Ligura 10.8. Como sugieren los nombres de estos com- 
puestos, son especialmente frecuentes en las membranas del cerebro y de las ce- 
lulas nerviosas. 

GLUCOGLICEROUPIDOS 

Otra clase de lipidos menos comunes en las membranas animales, pero muy ex- 
tendidos en las membranas vegetales y bacterianas, son los glucoglicerollpi- 
dos, cuyo ejemplo es el diglicerido de monogalactosa: 
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Este compuesto puede en realidad ser el lipido polar mas abundante, ya que 
constituye alrededor de la mitad de los lipidos de las membranas de los cloro- 
plastos (vease el Capitulo 17). Estos lipidos tambien son abundantes en las ar- 
queobacterias, donde son los componentes principales de la membrana. 

COLESTEROL 

Un componente lipidico importante de muchas membranas tiene un pequeno 
parecido superficial con los compuestos que hemos estudiado hasta ahora. Esta 
sustancia es el colesterol, cuya estructura aparece en la Figura 10.9. El coleste- 
rol pertenece a un amplio grupo de sustancias denominadas esteroides, que in- 
cluye diversas hormonas importantes, entre las que se encuentran las hormonas 
sexuales de los animales superiores. De hecho, el colesterol es el precursor para 
la sintesis de muchas de estas sustancias. Su funcion en estos procesos de sinte- 
sis se comentara en el Capitulo 19, junto con una descripcion detallada de 
otros esteroides y de sus funciones. Tambien se encuentran otros esteroides en 
las membranas, como, por ejemplo, el lanosterol (pagina 771) con predominio 
en las membranas celulares vegetales. 

El colesterol es una sustancia debilmente anfipatica, debido al grupo hidro- 
xilo de un extremo de la molecLila. Sin embargo, parte del colesterol presente en 
las membranas ha adquirido un caracter mas hidrofobo a causa de la esterifi- 
cacion del grupo hidroxilo con un acido graso. Como muestra la estructura con- 
formacional de la Figura 10.9b, los anillos de ciclohexano fusionados del coles- 
terol tienen todos ellos la conformation de “silla”, lo cual hace que el colesterol 
sea una estructura voluminosa y rigida, en comparacion con otros componen- 
tes hidrofobos de la membrana, como las colas de los acidos grasos. La molecula 
de colesterol se ajusta mal en los lipidos de la membrana y tiende a alterar la re- 
gularidad de la estructura de la membrana. Esta propiedad puede tener un 
efecto importante, puesto que el colesterol constituye un 25% o mas del conte- 
nido lipidico de algunas membranas (vease la Tabla 10.3). Como veremos, las al- 
teraciones de la regularidad de la membrana pueden tener profundos efectos so- 
bre algunas propiedades de la membrana como la rigidez y la permeabilidad. 

Las moleculas que se han descrito hasta aqui constituyen la parte principal de 
los lipidos de la membrana de la mayoria de los organismos. Sin embargo, uno 
de los “tres reinos” de los organismos, las arqueobacterias se diferencia de los de- 
mas por tener glucoglicerolipidos como sus principales lipidos de membrana. 

Estructura y propiedades de las membranas 
y de las proteinas de la membrana 

Las membranas de las celulas vivas son pedazos muy notables de arquitectura 
molectilar, con funciones multiples y variadas. La afirmacion de que una mem- 



363 



21 22 24 27 




(C) 

FIGURA 10.9 

Colesterol. (a) Formula estructural. 

(b) Modelo esqueletico. (c) Modelo de relleno 
espacial. 



El colesterol, un componente de 
muchas membranas animales, influye 
sobre la fluidez de la membrana a 
causa de su estructura voluminosa. 
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FIGURA 10.10 

Estructura de una membrana celular 
caracteristica. En esta representacion 
esquematica, se ha levantado una tira de la 
membrana plasmatica de una celula eucariota. 
Las protefnas estan incluidas en el interior y 
situadas sobre la bicapa de fosfolfpidos; algunas 
de ellas son glucoprotefnas que llevan cadenas 
de oligosacaridos. La membrana tiene un 
grosor de aproximadamente 6 nm. 




Segun el modelo de mosaico fluido, 
una membrana es una mezcla fluida 
de lipidos y protefnas. 



Algunas protefnas de membrana son 
perifericas y estan limitadas a una de 
las dos caras. Otras, las protefnas 
integrates, se extienden de lado a lado 
de la membrana. 



brana es esencialmente una bicapa de fosfolfpidos constituye una simplifica- 
cion excesiva. Ciertamente, la bicapa de fosfolipidos, como se indica en la Figura 
10.5b y c, constituye la estractura basica, pero en las membranas plasmaticas de 
las celulas hay mucho mas. En la Figura 10.10 se muestra una representacion mas 
realista de la membrana de una celula eucariota caracteristica. Hay una amplia 
gama de proteinas especfficas que estan contenidas en la membrana o unidas a 
su superficie. Muchas de estas proteinas llevan grupos de oligosacaridos que se 
proyectan hacia el medio acuoso circundante. Otros oligosacaridos son trans- 
portados por los glucolipidos, con la porcion lipldica insertada en la membrana. 
Los dos lados de la bicapa suelen ser diferentes, tanto en su composicion lipidi- 
ca como en la colocacion y orientacion de las proteinas y los oligosacaridos. 

La mayor parte del conocimiento actual sobre las membranas biologicas se 
basa en el modelo del mosaico fluido propuesto por S. J. Singer y G. L. 
Nicholson en 1972. Este modelo es el que se presenta en la Figura 10.10. La bi- 
capa lipidica, fluida y asimetrica, tiene en su interior un gran numero de pro- 
teinas. Algunas de ellas, denominadas proteinas perifericas de membrana, estan 
expuestas tan solo en una li otra cara de la membrana y estan sujetas a la mem- 
brana mediante su interaccion con las cabezas lipidicas o con las proteinas in- 
tegrates de membrana. Las proteinas integrates de membrana, estan muy ente- 
rradas dentro de la membrana, aunque expuestas en ambas caras de la misma. 
Las proteinas integrates intervienen con frecuencia en la transmision de sus- 
tancias especificas o senates quimicas a traves de la membrana. Toda la mem- 
brana es un mosaico de lipidos y proteinas. 



MOVIMIENTO EN LAS MEMBRANAS 

Una membrana biologica en funcionamiento no es una estructura rigida y 
congelada. De hecho, muchos de los componentes lipidicos y proteicos estan en 
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Celula humana 




Celula de raton 




constante movimiento. Este movimiento puede demostrarse de una forma di- 
recta y clara. Si se fusionan juntas celulas humanas y de raton, cada una de ellas 
con un marcador fluorescente distintivo en su membrana plasmatica, los dos ti- 
pos de marcadores gradualmente llegan a estar completamente entremezclados 
(Figura 10.11). Esto demuestra que puede producirse en la membrana una di- 
fusion lateral (paralela a la superficie de la membrana). La rapidez con la que se 
puede producir esta difusion bidimensional depende de la fluidez de la mem- 
brana, la cual depende a su vez de la temperatura y la composicion lipidica. En 
condiciones fisiologicas, el tiempo medio necesario para que una molecula de 
fosfolipido se desplace alrededor de toda la celula es del orden de segundos a mi- 
nutos. Las proteinas de la membrana tambien se mueven, aunque mas lenta- 
mente. 

Movimiento en las membranas sinteticas 

Los efectos de la temperatura y la composicion sobre la fluidez pueden estu- 
diarse de una manera mas sencilla con el empleo de membranas artificiales 
que contienen tan solo uno o unos pocos tipos de lipidos y que no incluyen pro- 
ternas (vease Herramientas de la Bioquimica 10A). En la Figura 10.12a se dibuja 
el comportamiento de una membrana formada totalmente por fosfatidilcolina 
con cadenas saturadas de 16 carbonos (de manera abreviada, PC-16:0/16:0). A 
temperaturas bajas, las colas hidrocarbonadas se compactan juntas muy cerca 
para formar un estado de gel casi solido. Si la temperatura aumenta por encima 
de 41°C, se pierde este orden regular, y las colas hidrocarbonadas pasan a tener 
un movimiento libre. La membrana se “funde” para adoptar un estado cristali- 
no Hquido semifluido. La temperatura a la que se produce esto se denomina tem- 
peratura de transicidn. Este cambio brusco de las propiedades de la membrana 
sintetica puede detectarse mediante diversas tecnicas descritas en Herramientas 
de la Bioquimica 10A. En la Figura 10.12b se muestra la transicion tal como se 
detecta mediante calorimetria. 

La temperatura de transicidn es muy sensible a la naturaleza de las colas hi- 
drocarbonadas. Si se utiliza una membrana de PC- 14:0/14:0 (con colas que 
tienen tan solo dos carbonos menos que las descritas anteriormente), la tem- 
peratura de transicidn se reduce a 23°C. Si se incorpora un solo doble enlace cis 
a cada cola de 16 carbonos (PC-16:1/16:1), la fusion se produce a -36°C. Como 
se ha indicado antes, estos dobles enlaces causan flexiones en las cadenas, lo cual 
impide su compactacion. Asi pues, estas cadenas deben enfriarse a una tempe- 
ratura inferior para producir el gel rigido. El cambio del grupo de cabeza pue- 
de producir tambien una diferencia importante. Si se sustituye la fosfatidileta- 



FIGURA 10.11 

Demostracion experimental de la fluidez 
de la membrana. Cuando se induce una 
fusion de celulas con proteinas de membrana 
marcadas con elementos fluorescentes, las 
proteinas se mezclan gradualmente en la 
superficie fusionada. 

Tornado de W. M. Becker, L. J. Kleinsmith y J. Hardin, The World 
of the Cell, 4 a ed. (San Francisco, CA: Addison Wesley Longman, 
2000). © Addison Wesley Longman, Inc. 
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FIGURA 10.12 

Transicion cristalina gel-h'quido en una 
bicapa lipidica sintetica. (a) Imagen 
esquematica del cambio que se produce en la 
temperatura de transicion. Por debajo de esta 
temperatura, las colas hidrocarbonadas estan 
densamente compactadas en un estado de gel 
casi cristalino y casi rigido (izquierda). Por 
encima de esta temperatura, las cadenas quedan 
libres para moverse, y el interior de la membrana 
se parece a un hidrocarburo Ifquido (derecha). 
(b) Detection de la transicion mediante 
calorimetria. La medida del calor absorbido por 
una membrana al aumentar cada grado de 
temperatura muestra un pico brusco en la 
temperatura de transicion (7 m ) para una bicapa 
pura de dipalmitoilfosfatidilcolina. Esta transicion 
bien definida del gel al Ifquido se denomina 
fusion de la membrana. Cuando se mezclan 20 
mol % de colesterol en la bicapa, no se modifica 
la temperatura de transicion pero la transicion 
pasa a ser mas amplia. 
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En condiciones fisiologicas, las 
membranas biologicas se encuentran 
en un estado cristalino semiliquido. 



FIGURA 10.1 3 

Modelo esquematico de los efectos del 
colesterol sobre la estructura de la 
membrana plasmatica. Los datos senalan 
un efecto inicial del cociente 
colesterol/fosfolfpidos, C:PL, sobre la anchura 
de la membrana. Con cocientes molares C:PL 
de 0.8:1 o menores, la anchura de la bicapa 
aumenta al aumentar C:PL. Con cocientes 
molares C:PL por encima de 0.9:1, se forman 
dos fases lamelares separadas, una que 
representa una bicapa lipfdica cristalina Ifquida 
y otra que representa una fase de colesterol 
inmiscible. La fase de colesterol inmiscible se 
forma mediante separation de fase al 
"saturarse" la membrana con colesterol. 

Adaptado de T. Tulenko, M. Chen, P. E. Mason y R. P. Mason, J. 
Lipid Res. (1998) 29:947-956. 



nolamina por fosfatidilcolina en la PC-16:0/16:0, la transicion termica aumen- 
ta hasta 63°C. La sensibilidad de la transicion a la composition lipidica se pone 
de manifiesto de manera espectacular por el hecho de que los pequenos cambios 
descritos anteriormente pueden modificar la temperatura de transicion en un 
margen de 100°C. 

Movimiento en las membranas biologicas 

Las membranas biologicas, que contienen mezclas complejas de componentes li- 
pidicos y proteinas, presentan unas transiciones de fase mucho mas amplias y mas 
complejas que las observadas en las bicapas sinteticas del tipo descrito anterior- 
mente. De hecho, actualmente hay pruebas de la existencia de “dominios” bastante 
estables de diferente composition en distintas partes de una membrana cehilar, lo 
cual explica la amplia transicion que se observa. Dado que es esencial que las 
membranas de las celulas vivas sean fluidas, la composition de la membrana esta 
regulada de manera que se mantenga la temperatura de transicion por debajo de 
la temperatura corporal del organismo. Un ejemplo se encuentra en las bacterias, 
que modifican la proportion de acidos grasos saturados/insaturados de sus mem- 
branas en respuesta a un cambio de la temperatura a la que crecen. Un caso no- 
table en el reino animal es el de la pata del reno. Sus membranas celulares pre- 
sentan un aumento de la cantidad relativa de acidos grasos insaturados cerca de 
la pezuna, que normalmente esta mas fria que el resto del cuerpo. 

El colesterol tiene un efecto especifico y complejo sobre la fluidez de la 
membrana. Como se muestra en la Figura 10.12b para una membrana sinteti- 
ca, el colesterol no influye de manera notable sobre la temperatura de transicion, 
pero si amplia la transicion. Se ha planteado la hipotesis de que esta ampliation 
se produce debido a que el colesterol puede endurecer la membrana por enci- 
ma de la temperatura de transicion e inhibir la regularidad de la formation de 
la estructura por debajo de la temperatura de transicion. Elio hace que se difu- 
mine la distincion entre el estado de gel y el estado fluido. Existen datos que in- 
dican que las variaciones del contenido de colesterol se utilizan para regular el 
comportamiento de la membrana en algunos organismos. 

Los efectos del colesterol sobre la estructura de la membrana dependen en 
gran medida de su concentration en la membrana. Los estudios recientes de di- 
fraccion de rayos X han demostrado que a concentraciones moderadas el co- 
lesterol encaja en la bicapa pero la ensancha (Figura 10.13), mientras que a 
concentraciones elevadas se forman “islas” de bicapas de colesterol. Se especu- 
la que estas pueden proporcionar nucleos para la formation de placas de co- 
lesterol en el sistema circtilatorio. Se ha demostrado que la formation de estas 
cstmcturas es un efecto in vivo mediante experimentos en los que se alimento 
a ratas con niveles elevados de colesterol durante muchas semanas. 

En contraste con la facilidad del movimiento lateral, el “salto” de las molecu- 
las lipidicas a traves de las bicapas lipidicas sinteticas, de un lado a otro, es mu- 
cho mas lento. El motivo no es dificil de apreciar: cuando una molecula de fos- 






w 




Aumento de la abundancia de colesterol 
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folipido pasa de una cara a la otra, debe introducir su cabeza muy hidrofila en 
el medio inhospito de las colas hidrocarbonadas y atravesar esa region. Este 
proceso es muy poco favorable desde un punto de vista energetico, y por tanto, 
el proceso es lento. Existe una clase de enzimas ( translocasas ) que catalizan el in- 
tercambio. En contraste con los fosfolipidos, el transporte de los acidos grasos a 
traves de las membranas es mucho mas rapido por una simple razon, y es que de 
manera distinta a los grupos fosfatos de los fosfolipidos, los carboxilatos de los 
acidos grasos estan protonados y, por tanto, sin carga en el ambiente muy apo- 
lar de la bicapa lipidica. De esta forma, pueden acomodarse mejor en la mem- 
brana que una molecula ionizada y pueden saltar en menos de un segundo. 



ASIMETRIA DE LAS MEMBRANAS 



Cualquier membrana biologica tiene dos caras distintas, que estan en contacto 
con medios diferentes. Pueden observarse ejemplos de ello en las ilustraciones de 
la ultraestructura celular presentadas en el Capitulo 1. La membrana plasmati- 
ca de una celula esta en contacto con el medio externo por fuera y con el cito- 
plasma por dentro, mientras que la membrana que envuelve a un cloroplasto tie- 
ne en la parte interna el aparato fotosintetico y en la parte externa el citoplasma. 
Dado que las dos caras de una membrana deben relacionarse con entornos di- 
ferentes, generalmente tienen una composition y una estructura muy diferentes. 

Esta diferencia se extiende incluso al nivel de la composition de fosfolipidos. 
Recuerdese que todas las membranas fosfolipidicas son bicapas y a cada capa indi- 
vidual frecuentemente se la denomina lamina. En la Figura 10.14 se presentan las 
composiciones de las dos laminas de las membranas plasmaticas de varios tipos ce- 



Las dos laminas de una membrana 
suelen diferir en su composicion 
lipidica. 
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FIGURA 10.14 

Asimetrfa fosfolipi'dica en las membranas 
plasmaticas. Se representa graficamente la 
composicion lipidica de la lamina externa 
(verde) y de la lamina interna (dorada) de la 
membrana plasmatica de tres tipos de celulas. 
PC = fosfatidilcolina; PE = fosfatidiletanolamina; 
PS = fosfatidilserina; PI = fosfatidilinositol; 

SP = esfingomielina. 
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FIGURA 10.15 

Protema integral de membrana. La 

protefna que se presenta es la 
bacteriorrodopsina, que se utiliza como bomba 
de protones impulsada por la luz en 
determinadas bacterias. Tiene siete helices que 
van de un lado a otro de la membrana y 
contienen una molecula del pigmento retinal. 

Adaptado de R. Henderson, J. M. Baldwin, J. A. Ceska, F. 

Zemlin, E. Beckman y K. H. Downing, J. Mol. Biol. (1990) 

21 3:899-929. © 1 990 Academic Press. 



lulares. No solo existe una distribution muy asimetrica de los diversos lipidos, sino 
que la distribution varia tambien considerablemente en los distintos tipos celulares. 

Las consecuencias de estas diferencias de la composition de fosfolipidos 
son numerosas. La fluidez puede ser diferente en un lado de la membrana o en 
el otro. La diferencia de los grupos cargados en las dos superficies contribuye al 
potencial de membrana (que se considera mas adelante en este capitulo). Las 
glucoproteinas y los glucolipidos que porta la lamina externa de una membra- 
na plasmatica contribuyen a la identificacion de las celulas a traves de sus ca- 
denas de oligosacaridos (vease el Capitulo 9). 

Gran parte de nuestro conocimiento sobre la asimetria de la membrana 
precede de los estudios de las vesiculas, fragmentos de membrana que se han 
vuelto a unir para formar conchas huecas, con un interior y un exterior. Los 
reactivos pueden capturarse en el interior de la vesicula o anadirse solo a la so- 
lution circundante, con lo que pueden reaccionar especificamente con las pro- 
teinas o los lipidos con la cara hacia fuera o hacia dentro. Una protema de 
membrana de una vesicula puede hacerse reaccionar covalentemente con un 
reactivo marcado radiactivamente, y aislarse y fragmentarse en peptidos me- 
diante proteasas. La identificacion de los peptidos marcados por los reactantes 
“interno” o “externo” puede revelar las partes de la protema que se encontraban 
en la cara interna y las que estaban en la cara externa. De una forma similar, 
pueden analizarse los lipidos, utilizando enzimas u otros reactivos que frag- 
menten o modifiquen de algun modo los grupos de cabeza. Los experimentos 
de este tipo, llevados a cabo dentro o fuera de las vesiculas han aportado gran 
parte de la information que se presenta en la Figura 10.14. 

Las membranas biologicas son estructuras muy dinamicas. No solo deben 
expandirse continuamente a medida que las celulas crecen y se dividen, sino que 
tambien, incluso en las celulas en reposo, se produce al parecer un recambio y 
renovation continuos de los componentes de las membranas. De hecho, este es- 
tado dinamico, fuera del equilibrio, es una necesidad si se pretende mantener la 
asimetria. De acuerdo con la segunda ley de la termodinamica (vease el 
Capitulo 3) sabemos que el estado de equilibrio de una membrana de dos capas 
requiere una distribution igual de todos los componentes en ambos lados. Al 
igual que otros muchos sistemas biologicos, las membranas existen en la forma 
en que se dan porque no se encuentran en equilibro, sino que constituyen mas 
bien estructuras dinamicas en estado estacionario. 

CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE LA MEMBRANA 

Las proteinas de la membrana poseen unas caracteristicas especiales que las di- 
ferencian de otras proteinas globulares. Suelen contener una proportion elevada 
de aminoacidos hidrofobos, en especial en las zonas de las moleculas proteicas 
que estan embebidas en la membrana. Los segmentos de proteinas que atravie- 
san las membranas tienen con frecuencia helices (X. En la Figura 10.15 se repre- 
senta la bacteriorrodopsina, una protema integral de membrana, cuya estructura 
se ha desentranado con una resolution elevada. Como muchas proteinas de este 
tipo, contienen un haz de siete segmentos de helice oc que atraviesan la membrana 
de lado a lado. La presencia de estos segmentos transmembrana a veces puede in- 
ferirse a partir del tipo de representation de hidrofobicidad que se muestra en la 
Figura 10.16. Esta representation se ha calculado segun la escala de hidrofobici- 
dad de Kyte y Doolittle dada en la Tabla 6.4. Representa maximos en regiones de 
la secuencia que corresponden a las helices transmembrana. 

El contenido proteico varia enormemente entre los distintos tipos de mem- 
branas (vease la Tabla 10.4) y parece estar directamente relacionado con las 
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FIGURA 10.16 

Representation de la 
hidrofobicidad de la molecula 
de bacterioirodopsina 
mostrada en la Figura 
10.15. Se ha calculado el indice 
de hidrofobicidad para cada 
residuo por el metodo de Kyte y 
Doolittle. Las barras negras 
indican las posiciones 
aproximadas de las helices 
transmembrana que se muestran 
en la Figura 10.15. 

Adaptado de J. Kyte y R. F. Doolittle, J. Mol. 
Biol. (1982) 157:105-1 32. 



tabla 10.4 Contenido de protemas, lipidos e hidratos de carbono de al- 
gunas membranas 



Membrana 


Proteina 


Porcentaje en peso 
Lipido Hidratos de carbono 


Mielina 


18 


79 


3 


Eritrocito humano (membrana plasmatica) 


49 


43 


8 


Baston de retina bovino 


51 


49 


0 


Mitocondria (membrana externa) 


52 


48 


0 


Ameba (membrana plasmatica) 


54 


42 


4 


Reticulo sarcoplasmico (celulas musculares) 


67 


33 


0 


Lamelas de cloroplasto 


70 


30 


0 


Bacteria grampositiva 


75 


25 


0 


Mitocondria (membrana interna) 


76 


24 


0 



Fuente: Adaptado de G. Guidotti, Annu. Rev. Biochem. (1972) 41:731. 



funciones que ha de llevar a cabo cada tipo de membrana. Las membranas in- 
ternas de las mitocondrias y las membranas de la pared celular bacteriana, que 
realizan muchas funciones, poseen alrededor de un 75% de protemas. La mie- 
lina de las fibras nerviosas, que actua fundamentalmente como un aislante 
electrico, tiene un bajo contenido proteico. 

De todos estos estudios parece deducirse que las membranas son estructu- 
ras complejas, con una composicion especifica para cada una de las laminas. 
Para concretar mas la situacion, consideremos con cierto detalle la estructura de 
un ejemplo, la membrana plasmatica del eritrocito (globulo rojo). 

MEMBRANA DEL ERITROCITO: UN EJEMPLO DE ESTRUCTURA 
DE MEMBRANA 

Los eritrocitos de los mamiferos se encuentran entre las celulas mas sencillas. En 
su estado maduro en la sangre circulante, han perdido el nucleo, las mitocon- 
drias y las membranas internas y son esencialmente bolsas de hemoglobina. 
Pueden lisarse con facilidad y liberar su contenido, produciendo fantasmas de 
membrana, grandes vesiculas que corresponden a un preparado casi puro de la 
membrana plasmatica de las celulas. Los fantasmas eritrocitarios tienen la com- 
posicion lipidica que se indica en la Tabla 10.3, distribuida entre las laminas in- 
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FIGURA 10.17 

Analisis por electroforesis en gel de las 
protemas de la membrana del eritrocito. 

(a) Protemas del "fantasma" eritrocitario 
completo. En la Tabla 10.5 se presenta la 
informacion detallada relativa a estas protemas. 
La glucoforina y la protefna de la banda 4.5 no 
aparecen aquf ya que no se tinen con el 
colorante utilizado. (b) Protemas del esqueleto 
eritrocitario. El esqueleto esta formado por las 
protemas de membrana perifericas que quedan 
tras la extraccion de las protemas integrales 
mediante el detergente Triton X-100. 

Tornado de D. Branton et al.. Cell (1981) 24:24-32. © Cell Press. 



(a) "Fantasmas” (b) Esqueletos 



Espectrina 

Ankirina 



Canal — 
anionico 



Actina 

Gliceraldehldo- 

fosfato 

deshidrogenasa 




Numero 
de banda 



terna y externa como se muestra en la Figura 10.14. Si se extrae con detergen- 
te el contenido proteico total del fantasma eritrocitario y se analiza mediante 
electroforesis en gel con SDS, se obtiene el patron que se muestra en la Figu- 
ra 10.17a. 

Separation de las protemas perifericas e integrales 

La membrana plasmatica de los eritrocitos contiene muchas menos protei- 
nas que las que se encuentran en la mayor parte de las demas membranas 
celulares, lo cual concuerda con el metabolismo sencillo de estas celulas. 
^Cuales son estas protemas y que hacen? Para poder responder a esta pre- 
gunta, debemos diferenciar primero las protemas perifericas de las integrales. 
Las protemas perifericas pueden solubilizarse de los fantasmas eritrocitarios 
mediante cambios simples de la fuerza ionica o del pFL De este modo en- 
contramos que las protemas indicadas en la parte superior de la Tabla 10.5 
son perifericas. Ademas, todas estas protemas estan unidas a la parte interna 
(cara citoplasmatica) de la membrana eritrocitaria. La microscopia electro - 
nica tras congelation (vease Herramientas de la Bioquimica 10A) muestra 
una superficie externa casi lisa con solo protemas integrales de membrana e 
hidratos de carbono unidos decorando la superficie, mientras que el interior 
de la membrana y la superficie interna contienen abundantes particulas pro- 
teicas. 

Las principals protemas integrales de esta membrana son el resto de las pro- 
temas que se indican en la Tabla 10.5: el canal anionico (banda 3), la banda 4.5 
y las glucoforinas. (Identificaremos estas protemas posteriormente. Observese 
que la glucoforina y la banda 4.5 no aparecen en la Figura 10.17 a causa del co- 
lorante concreto utilizado en el analisis y algunas otras no se ven debido a su 
cantidad baja.) Las protemas integrales, junto con gran parte del material lipi- 
dico, pueden extraerse de las membranas intactas mediante el empleo del de- 
tergente no ionico Triton X-100. 

El esqueleto proteico 

Sorprendentemente, el tratamiento con Triton X-100 deja intacto un esqueleto 
proteico, que conserva la forma del fantasma de membrana. Las protemas de 
este esqueleto de la membrana se identifican en la Figura 10.17b, y en la 
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tabla 10.5 Principales protemas de la membrana del eritrocito humano 







Peso 












molecular Probable 


Numero 




N.° de 


Nombre 


de la 


estado 


de copias 




banda" 


de la proteina 


subunidad de ensamblaje 


por celula 


Funcion 


Protemas perifericas 










1 

2 


a-Espectrina 

/1-Espectrina 


260 000] 
225 000 J 


| Tetrameros CC 2 P 2 


10 5 tetrameros 


Esqueleto de la membrana 


2.1 


Ankirina 


215 000 


Monomero 


10 5 


Une el esqueleto a la banda 3 


* 


Aducina 


j 105 000] 

[100 000 J 


Heterodimero 


3 X 10 4 




4.1 


— 


78 000 


Monomero 


2 X 10 5 


Interviene en las uniones de espectrina 


4.2 


Paladina 


72 000 


? 


2 X 10 5 


? 


4.9 


Demantina 


48 000 


^Trimero? 


5 X 10 4 


Interviene en la interaccion espectrina-actina 


5 


Actina 


43 000 


Oligomeros de 12-17 unids. 


5 X 10 5 


Interviene en las uniones de espectrina 


* 


Proteina de union 
a la tropomiosina 


43 000 


Monomero 


3 X 10 4 


Se une a la tropomiosina 


6 


Glicer aldehido - 3 - 
fosfato deshidrogenasa 


35 000 
r 29 000] 

[27 000 J 


Tetramero 


5 X 10 5 


Enzima glucolitica 


* 


Tropomiosina 


Heterodimero 


7 X 10 4 


Se une a la actina 


7 


— 


29 000 


? 


5 X 10 5 


? 


8 


— 


23 000 


? 


10 5 


? 


Protemas integrales 










3 


— 


89 000 


Dimero + tetrameros 


10 6 dimeros 


Canal anionico 


4.5 




55 000 


? 


1.5 X 10 6 


Transporte de glucosa 




Glucoforina A 


31 000 


Dimero 


4 X 10 5 


Reconocimiento celular 




Glucoforina B 


23 000 


? 


~10 5 


Reconocimiento celular 




Glucoforina C 


29 000 


? 


~10 5 


^Union a 4.1? 



Fuente: Parte de los datos proceden de V. Bennett, Annu. Rev. Biochem. (1985) 54:273-304. 

a Los numeros de banda corresponden a los de la Figura 10.17. Las glucoforinas no se tinen bien con colorantes de protemas, 
pero pueden detectarse con colorantes espedficos de hidratos de carbono. 

* Componentes que no constituyen bandas principales en el gel pero que tienen una funcion demostrable en la membrana. 



Figura 10.18 se muestra una imagen esquematica del mismo. El esqueleto es una 
red bidimensional de algunas de las protemas perifericas, cuyos principales 
componentes son las espectrinas, la actina y la banda 4.1. Las fibras de 200 nm 
de longitud de esta red estan formadas por tetrameros oc^fi 2 de moleculas de 
espectrina. Estas moleculas muy alargadas contienen una fraccion grande de 
helice cx y parecen estar ligadas a sus extremos mediante cadenas cortas de mo- 
leculas de actina, junto con la proteina de la banda 4.1 y la aducina (vease la 
Tabla 10.5). La actina forma tambien complejos con una tropomiosina eritro- 
citaria especifka (vease el Capitulo 8). El esqueleto esta anclado a la propia 
membrana por la proteina ankirina, que se une tanto a la espectrina como a la 
proteina integral de la banda 3. La banda 4.1 se suma a la estructura pero tam- 
bien rodeando a la glucoforina, otra proteina integral. 

2 Que finalidad tiene este elaborado andamiaje para la membrana eritroci- 
taria? Una posibilidad obvia es que ayude a mantener la forma del eritrocito, a 
pesar de las acciones de exprimido y los zarandeos que sufre la celula durante su 



El eritrocito, como otras muchas 
celulas, posee un "esqueleto" 
complejo de protemas subyacentes 
que esta unido a su membrana 
plasmatica. 




372 



CAPlTUIO 10 



LIPIDOS, MEMBRANAS Y TRANSPORTE CELULAR 



FIGURA 10.18 

Modelo de la estructura propuesta para 
el esqueleto de la membrana del 
eritrocito. Las protefnas se identifican en la 
Figura 1 0.1 7 y en la Tabla 1 0.5. Observese que 
la ankirina ancla la membrana al esqueleto 
mediante la interaccion con la espectrina y con 
la proteina integral de la banda 3 (canal 
anionico). 



Ankirina 




Banda 4.1 

Canal anionico de la banda 3 

Tetramero 
de espectrina 



iMembrana 

plasmatica 



Actina 



paso por el sistema circulatorio. El eritrocito sobrevive durante bastante tiem- 
po, generalmente unos 120 dias, es decir 10 millones de latidos cardiacos. La for- 
ma discoide de la celula permite el intercambio eficaz de 0 2 y C0 2 a la hemo- 
globina de su interior, y aunque esa forma sufra una deformacion momentanea, 
el esqueleto le ayuda a recuperarla. De hecho, algunas formas de anemia, en las 
que los sintomas son una lisis facil de los eritrocitos, pueden atribuirse a de- 
ficiencias de las proteinas del esqueleto. El tipo de estructura que se describe aqui 
no se limita a los eritrocitos. Otros muchos tipos celulares contienen esqueletos 
de membrana similares aunque diferentes. Parece probable que existan cone- 
xiones entre el esqueleto de la membrana y el citoesqueleto (vease el Capitulo 8), 
de manera que la membrana este ligada a la estructura intracelular. 

Principales proteinas integrales de membrana 

La proteina mas abundante de la membrana del eritrocito es la proteina de la 
banda 3, que es un transportador anionico, que facilita el intercambio de HC0 3 
por CD a traves de la membrana del eritrocito. (Recuerdese del Capitulo 7 la im- 
portancia que tiene el llevar HCC) 3 al interior del eritrocito para realizar el 
transporte de C0 2 ; el intercambio por CD mantiene el equilibrio ionico.) La 
proteina de la banda 3 funciona como un complejo de 2 6 4 subunidades. Cada 
cadena de la subunidad cruza y vuelve a cruzar la membrana varias veces, para 
crear el canal a traves del cual pueden intercambiarse los iones. La porcion N-ter- 
minal de la proteina se extiende dentro del citosol donde realiza diversas inte- 
racciones interesantes. Como se ha mencionado previamente, contacta con la 
proteina del esqueleto ankirina, proporcionando una union principal entre el es- 
queleto y la membrana. No obstante, ademas, la proteina de la banda 3 contac- 
ta con varias proteinas citosolicas, entre las que se encuentran algunas enzimas 
glucoliticas (por ejemplo, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la aldolasa; 
vease el Capitulo 13) y la hemoglobina. No esta totalmente claro el significado de 
estas interacciones, pero es sugerente el hecho de que estas enzimas participen en 
la produccion de bisfosfoglicerato (BPG) y que el contacto entre la banda 3 y la 
hemoglobina sea en el lugar de union del BPG (Capitulo 7). 

Las demas proteinas integrales principales de la membrana eritrocitaria son 
las glucoforinas, que parecen tener diversas funciones. Cada una de estas pro- 
teinas tiene un dominio externo portador de hidratos de carbono, una unica he- 
lice transmembrana y un dominio C-terminal citosolico (vease la Pigura 10.19). 
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Externo 



Membrana 



Citoplasma 




FIGURA 10.19 

Secuencia y estructura propuesta para la glucoforina A. 

Esta proteina fue la primera proteina integral de membrana que se 
secuencio. El dominio externo (N-terminal) Neva 15 oligosacaridos 
ligados por O- y uno ligado por N-; juntos constituyen 
aproximadamente el 60% de la masa proteica total. La unica helice 
transmembrana es muy hidrofoba, mientras que el dominio C- 
terminal citosolico es bastante hidrofilo. 

Adaptado de V. T. Marchesi, Semin. Hemat. (1979) 16:8. 



Clave: 

O Residuos hidrofobos en la helice transmembrana 
Oligosacaridos ligados por O- 
Q Oligosacaridos ligados por N- 



Los grupos de hidratos de carbono ligados por O- en el dominio N-terminal ex- 
terno llevan residuos de acido sialico, dando una carga negativa al exterior del 
eritrocito, lo cual puede hacer minimas las probabilidades de estas celulas de ad- 
herirse a las paredes de los capilares durante la circulacion. La funcion del do- 
minio citosolico es menos clara, pero en algunas glucoforinas parece interactuar 
con la proteina de la banda 4.1 y estabilizar la adhesion esqueleto-membrana. 

Debe resaltarse la asimetria de la orientacion de las proteinas integrales. De 
la misma manera que la membrana eritrocitaria es asimetrica en su distribucion 
de los componentes lipidicos, tambien lo es en su distribucion de las proteinas, 
ya que cada tipo de proteina esta orientado en una direccion determinada. Tan 
solo se esta empezando a comprender la forma en que se ensamblan estas no- 
tables estructuras de la membrana. Como veremos en el Capitulo 27, parecen 
existir modos especiales de sintesis proteica que dirigen la colocacion de las pro- 
teinas en las membranas y aseguran su orientacion asimetrica. 



Transporte a traves de membranas 

Una celula o un organulo no pueden estar totalmente abiertos ni totalmente ce- 
rrados a su entorno. Su interior debe estar protegido frente a determinados 
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compucstos toxicos y, sin embargo, es preciso que se capten metabolites y se eli- 
minen productos de desecho. Dado que la celula debe manejar miles de sus- 
tancias, no es de extranar que gran parte de la compleja estructura de las mem- 
branas este dedicada a la regulation del transporte. 

En esta section consideramos las diversas formas en las que las moleculas se 
transportan a traves de las membranas. Las tres categorias de transporte, pasi- 
vo, facilitado y activo, son muy diferentes y en general sirven a propositos dis- 
tintos en la celula. 

TERMODINAMICA DEL TRANSPORTE 

Antes de considerar los mecanismos especificos de transporte, resulta util revi- 
sar algunas de las ideas que se presentaron en el Capitulo 3. En el se trataron los 
principios generales de la termodinamica que gobiernan la transferencia de 
sustancias a traves de las membranas o las superficies. Se demostro que el cam- 
bio de energia lib re, AG, para el transporte de 1 mol de una sustancia desde una 
region en la que la concentracion es Cj a un lugar en el que la concentracion es 
C 2 , viene dado por 



AG= fiTIn — 
Cn 



( 10 . 1 ) 



El estado normal de equilibrio 
de una sustancia que puede atravesar 
una membrana es igualar las 
concentraciones a ambos lados 
de la misma. 



Segun esta ecuacion, si C 2 es menor que C l5 AG es negativo, y el proceso es ter- 
modinamicamente favorable. A medida que se va transfiriendo cada vez mayor 
cantidad de sustancia (entre dos compartimientos finitos), C, disminuye y C 2 
aumenta, hasta que C 2 = C,. En este punto, AG = 0, y el sistema esta en equili- 
brio. Salvo que intervengan otros factores, este equilibrio es la fase final a la que 
se aproxima el transporte a traves de cualquier membrana. Asi, una sustancia 
que pueda atravesar la membrana alcanzara finalmente la misma concentracion 
a ambos lados de la misma. Podemos describir el mismo proceso en terminos ci- 
neticos. Si las moleculas alcanzan la membrana de manera aleatoria, el nume- 
ro de las que entran en ella desde cada lado sera proporcional a la concentracion 
en ese lado. Cuando las concentraciones se igualan, las velocidades de transporte 
en las dos direcciones seran las mismas y no se producira un transporte neto. 

Hay tres circunstancias en las que puede evitarse esta igualdad, y todas ellas 
son importantes en el comportamiento de las membranas reales: 



1. Las macromoleculas de un lado de la membrana pueden unir de manera 
preferente una sustancia o esta puede modificarse quimicamente una vez 
que ha cruzado. Podemos encontrar que el compuesto A esta mas concen- 
trado en el interior de la celula (en terminos de moles totales de A por uni- 
dad de volumen) que en el exterior. Pero gran parte de A puede estar liga- 
do a algunas macromoleculas celulares o puede haberse modificado de 
forma que esta parte no cuenta en la ecuacion (10.1), que indica simple- 
mente que las concentraciones de A lib re a ambos lados deben ser iguales en 
el equilibrio. Un ejemplo adecuado es el del oxigeno en los eritrocitos. Si me- 
dimos la concentracion de oxigeno total en un eritrocito, encontraremos que 
es mas alta que la concentracion de 0 2 en el plasma sanguineo circundan- 
te. Pero la concentracion total en el interior de la celula incluye el oxigeno 
unido a la hemoglobina. La concentracion de oxigeno litre en los fluidos del 
interior y del exterior de un eritrocito es la misma en el equilibrio. 

2. Puede mantenerse un potencial electrico de membrana a traves de una 
membrana que influya en la distribution de los iones. Esta tendencia puede 
expresarse cuantitativamente de la forma siguiente. Para un ion de carga Z, 
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el cambio de energia libre para el transporte a traves de una membrana de 
una celula o un organulo tiene ahora dos aportaciones: el termino de con- 
centration normal, tal como se expresa en la ecuacion (10.1), mas un se- 
gundo termino que describe el cambio de energia (o trabajo implicado) al 
moverse un mol de iones a traves de la diferencia de potencial. Consideramos 
un proceso en el que se transportan iones desde el exterior al interior. 

AG = R7~ln Cdentro +ZFAi / ' (10.2) 

tiuera 

En esta ecuacion, F es la constante de Faraday (96.5 kj mol~ 1 V~ 1 ), y At// 
es el potencial de membrana en voltios. Definimos la direction de Ay/ 
como hicimos para el transporte (fuera— xlentro). Si Ay/ es negativo (por 
ejemplo, al ir desde fuera hacia dentro) y Z es positivo, el termino ZF Ayr 
de la ecuacion (10.2) contribuye de forma negativa al valor de AG. Es de- 
cir, se favorece el transporte de cationes hacia el interior de la celula. 
Naturalmente, en el caso de los aniones ocurre lo contrario; seran ex- 
pulsados hacia el exterior. Si la diferencia de potencial se mantiene de 
alguna forma, el estado de equilibrio (AG = 0) no corresponded a la 
misma concentration de iones en los dos lados de la membrana. Sin em- 
bargo, debe gastarse energia continuamente para mantener la diferencia 
de potencial o de otra forma se neutralizaria la migration de los iones. Y 
a la inversa, puede interpretarse la ecuacion (10.2) como indicativa de que 
si se mantiene una diferencia de concentration ionica, se producira un 
potencial a traves de las membranas (vease el Problema 9). 

3. Si se acopla un proceso termodinamicamente favorecido al transporte, el 
valor de AG de este proceso debe incluirse en la ecuacion de energia libre. 
Esta es la situation que suele darse en el transporte activo, para el que po- 
demos escribir 

AG = R7~ln Cdentro + AG' (10.3) 

tiuera 

La cantidad AG' corresponde a una reaction favorecida termodinami- 
camente (como la hidrolisis del ATP) que esta acoplada de alguna forma 
al proceso de transporte. Esta ecuacion constituye una generalization de 
la ecuacion (10.2), que ahora permite la intervention en el transporte de 
diversos procesos, no solo los que mantienen una diferencia de potencial 
electrico. 



Con esta information basica, volvamos ahora a los mecanismos por medio de 
los cuales las sustancias pasan a traves de las membranas. Podemos presentar el 
problema planteando dos preguntas: (1) ^se produce el transporte en contra de 
unos gradientes de concentration desfavorables, o se ve limitado finalmente por la 
ecuacion (10.1)? Es decir, ^se aproximan a la igualdad las concentraciones libres en 
ambos lados? (2) ^Con que velocidad se produce el transporte? Algunas molecu- 
las que no se transportan de forma activa en contra de un gradiente de concen- 
tration pueden atravesar aun algunas membranas de manera muy rapida, mien- 
tras que otras se transportan con tanta lentitud que pueden excluirse eficazmente. 



Puede impedirse la igualacion a traves 
de una membrana mediante la union 
de la sustancia a macromoleculas, 
manteniendo un potencial de 
membrana o acoplando el transporte 
a un proceso exergonico. 



TRANSPORTE PASIVO: DIFUSION 

El transporte pasivo, o difusion pasiva, se realiza mediante el movimiento alea- 
torio de las moleculas a traves de las membranas. El proceso es el mismo que 
el del movimiento browniano de las moleculas de cualquier liquido, al que se 
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La tasa de transporte pasivo, medida 
por la permeabilidad de la membrana, 
es proporcional a los coeficientes de 
difusion y de reparto e inversamente 
proporcional al grosor de la 
membrana. 



denomina difusion molecular. El transporte pasivo conduce en ultima instan- 
cia a que la concentracion libre de la sustancia que difunde sea la misma a am- 
bos lados de la membrana. La tasa neta de transporte, / (expresada en moles por 
centimetre cuadrado por segundo) es, como cabria prever, proporcional a la di- 
ferencia de concentracion (C 2 — Q) a traves de la membrana: 



KD,(C 2 - Cb 
l 



( 10 . 4 ) 



en donde l es el grosor de la membrana, I)\ es el coeficiente de difusion de la sus- 
tancia que difunde en la membrana y K es el coeficiente de reparto entre el li- 
pido de la membrana y el agua (la relacion de solubilidades de la sustancia en el 
lipido de la membrana y en el agua) para la sustancia que difunde. Para los iones 
y otras sustancias hidrofilas, K es una cifra muy pequena, con lo que la difusion 
de estas sustancias a traves de las membranas lipidicas es extraordinariamente 
lenta. Simplemente no hay la cantidad suficiente de una sustancia hidrofila disuel- 
ta en la bicapa que proporcione un transporte rapido. De acuerdo con la ecua- 
cion (10.1), la ecuacion (10.4) indica que el transporte neto se detendra cuando 
C 2 = C|. Si C, y C 2 se expresan en mol/cm 3 y / en cm, las unidades de D 1 son 
cm 2 /s. D| no es lo mismo que el coeficiente de difusion (D) que tendria la misma 
molecula en una solucion acuosa, ya que depende no solo del tamano y la forma 
de la molecula, sino tambien de la viscosidad de los lipidos de la membrana. 

Generalmente no conocemos K, D, o el grosor exacto de las membranas in- 
volucradas, por lo que con frecuencia describimos el transporte pasivo me- 
diante un coeficiente de permeabilidad, P, que puede medirse con un experi- 
mento directo: 



J= ~P(C 2 - Ci) 



( 10 . 5 ) 



Comparando las ecuaciones (10.5) y (10.4) podemos ver que Pviene dado por 



con unas unidades de cm/s. 

En la Tabla 10.6 se indican los coeficientes de permeabilidad de diversos iones 
y moleculas pequenas en las membranas. Los valores de P bajos de los iones son 
los que cabria prever, puesto que los iones, como ya se ha mencionado, tienen unos 
valores de K bajos. Sin embargo, el valor relativamente elevado de la permeabili- 
dad para el agua resulta sorprendente. A pesar de su hidrofobicidad, las membra- 



tabla 1 0.6 Coeficientes de permeabilidad de algunos iones y moleculas a 
traves de las membranas 



Coeficiente de permeabilidad 
(cm/s) para 


Membrana sintetica 
(Fosfatidilserina) 


Membrana biologica 
(Eritrocito humano) 


K+ 


<9 X 1(T 13 


2.4 X 1(T 10 


Na + 


<1.6 X 1(T 13 


ur 10 


cr 


i.5 x ltr 11 


i.4 x ltr 4 * 


Glucosa 


4 X 10“ 10 


2 x ltr 5 * 


Agua 


5 x ltr 3 


5 x ltr 3 



Fuente: Datos tornados de M. K. Jain y R. C. Wagner, Introduction to Biological Membranes (Nueva York: 
Wiley, 1980). 

* Transporte facilitado. Observese que siempre que se encuentra un transporte facilitado, el coeficiente de 
permeabilidad aumenta de manera muy notable. 
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nas biologicas no son, de hecho, barreras muy eficaces para el agua. Aunque no es- 
tan del todo claras las razones de este hecho, es probable que sea ventajoso para la 
vida, puesto que permite a las celulas intercambiar el agua facilmente con su en- 
torno. Cuando es preciso evitar a toda costa la perdida de agua, como ocurre en las 
hojas de las plantas del desierto, las sustancias cereas, con sus estructuras mucho 
mas hidrofobas proporcionan una barrera casi impermeable. Parece probable 
que la flexibilidad conformacional de los lipidos de la membrana por encima de 
la transition cristalina gel-Kquido cree “agujeros” o “bolsillos” que permitan la di- 
fusion de moleculas pequenas neutras como el H 2 0 o el 0 2 . 



TRANSPORTE FACILITADO: DIFUSION ACELERADA 



Para muchas sustancias, el transporte lento que proporciona la difusion pasiva 
es simplemente insuficiente para las necesidades funcionales y metabolicas de las 
celulas, y es preciso encontrar medios para aumentar las tasas de transporte. Asi, 
por ejemplo, el intercambio de CP por HC0 3 es esencial para la funcion de 
los eritrocitos. Si analizamos la permeabilidad de las membranas eritrocitarias 
a los iones cloruro y bicarbonato, encontramos unos coeficientes de permeabi- 
lidad de aproximadamente 1(P 4 cm/s. Esta cifra es aproximadamente 10 mi- 
llones de veces mayor que el coeficiente de permeabilidad para estos iones en las 
bicapas lipidicas puras como la membrana artificial de fosfatidilserina descrita 
en la Tabla 10.6. Evidentemente es necesario algun mecanismo especial que 
explique esta diferencia. Se conoce la existencia de dos tipos generales de trans- 
porte facilitado o difusion facilitada. Un tipo utiliza poros formados por pro- 
teinas transmembrana (Figura 10.20a). El otro tipo se produce a traves de mo- 
leculas portadoras transmembrana (Figura 10.20b). 



El transporte facilitado, a traves de 
poros o transportadores, puede 
aumentar la tasa de la difusion a traves 
de una membrana en muchos ordenes 
de magnitud. 



Transporte facilitado por poros 

Hemos descrito ya el aparato responsable del transporte facilitado de Cl - y 

HC0 3 en las membranas eritrocitarias: se trata de la proteina transmembra- Anhidrasa 

na denominada proteina de la banda 3 o canal anionico (vease la pagina 372). qq + h 0 ° ar ° n ' ca HCO + h+ 

La proteina de la banda 3 atraviesa la membrana, formando un canal o poro 
ionico a traves del cual puede pasar el CP y el HC0 3 “. Como se ha explicado 




Molecula 

transportada 



(a) Poros proteicos 



FIGURA 10.20 

Los dos mecanismos principales de 
transporte facilitado. (a) Poros proteicos. 
(b) Moleculas transportadoras. 




(b) Moleculas transportadoras 
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FIGURA 10.21 

El canal que forma la hemolisina de 
Staphylococcus aureus. Dibujos de cintas del 
heptamero de a-hemolisina, visto (a) desde el 
eje heptamerico y (b) perpendicular al eje 
heptamerico. (c) Un promotor extrafdo de la 
estructura heptamerica. Se senalan las 
caracterfsticas estructurales. El heptamero tiene 
un diametro de 1 0 nm y una longitud de 1 0 
nm, medidas a lo largo del eje heptamerico. El 
vastago, que penetra en la membrana, tiene 
una longitud de unos 6 nm. 

Estructura determinada por M. Hobaugh, L. Song y E. Gouaux. 
Reproducido de E. Gouaux, Curr. Opin. Struct. Biol. (1997) 

7:556. 




en el Capltulo 7, gran parte del C0 2 generado en los tejidos se transporta como 
HC0 3 - , que se forma en los eritrocitos por la action de la anhidrasa carboni- 
ca sobre el C0 2 - La salida de HC0 3 - se compensa por la entrada de Cl - ; am- 
bos mantienen el equilibrio de carga y facilitan la liberation de 0 2 (vease el 
Capltulo 7). La protelna de la banda 3 no solo forma un orificio en la membrana 
para el paso de los iones, sino que es un canal muy selectivo, que intercambia 
HC0 3 - por Cl - en una proportion 1:1. Por el contrario, este transporte faci- 
litado no es necesario para el 0 2 . Estas moleculas pequenas apolares pueden 
desplazarse con rapidez a traves de la membrana por difusion pasiva. 

Otro proceso de difusion facilitada de la membrana eritrocitaria es esencial 
para la supervivencia de la celula. Las demandas energeticas bajas de un eritro- 
cito se satisfacen con la glucosa, que puede obtenerse con facilidad del plasma 
sanguineo circundante. Sin embargo, como se observa en la Tabla 10.6, el trans- 
porte pasivo de la glucosa a traves de membranas fosfolipidicas artifkiales es 
exasperantemente lento: P = 4 X 10 -10 cm/s. Por tanto, los eritrocitos y otras 
celulas necesitan un mecanismo para la difusion facilitada de la glucosa. Esta fa- 
cilitation, al igual que el intercambio ionico facilitado, parece conseguirse me- 
diante una proteina transmembrana que actua como un poro, aumentando la 
tasa de difusion unas 50 000 veces. Esta proteina transportadora de glucosa (ban- 
da 4.5; vease la Tabla 10.5) es una molecula de 492 aminoacidos con 12 helices 
que van de lado a lado de la membrana. La proteina transportadora tiene una 
capacidad de discrimination elevada y, por ejemplo, la D-glucosa se transpor- 
ta con una tasa varios ordenes de magnitud superior a la de la L-glucosa. El 
transporte facilitado de metabolitos como la glucosa parece ser una caracteris- 
tica frecuente en las celulas. 

Los canales ionicos pueden ser armas y tambien necesidades. Muchas bac- 
terias patogenas sintetizan y excretan toxinas proteicas que actuan formando 
agujeros en las membranas plasmaticas de las celulas del organismo hospedador. 
Estos canales (denominados ionoforos) permiten la entrada y salida indiscri- 
minadas de iones, destruyendo el equilibrio ionico preciso que deben mantener 
las celulas para vivir. Un ejemplo, que se presenta en la Figura 10.21, es la or-to- 
xina (a-hemolisina) de Staphylococcus aureus. Esta proteina esta formada por 
siete subunidades que se combinan cuando encuentra un receptor superficial ce- 
lular adecuado para producir la estructura cilindrica que se muestra. El vasta- 
go de tonel -/? es muy hidrofobo y forma un tubo hueco que pasa a traves de la 
membrana celular. 

Como defensa contra las bacterias, muchos organismos han formado sus- 
tancias antibioticas. Un numero considerable de estas sustancias son tambien io- 
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noforos, dirigidos especlficamente contra las membranas bacterianas. Alteran las 
diferencias cuidadosamente mantenidas de las concentraciones ionicas a traves 
de las membranas bacterianas, con lo que causan la muerte de los microorga- 
nismos. Asi, por ejemplo, la gramicidina A, producida por la bacteria Bacillus 
brevis, actua como poro ionico especifico para los cationes, y permite que se pro- 
duzca una alteracion de la proporcion desigual de K + y Na + que normalmen- 
te se mantiene entre el interior y el exterior de las celulas vivas (vease mas ade- 
lante). La gramicidina A es un polipeptido de 15 residuos, que contiene tanto 
aminoacidos del tipo L como del tipo d (Figura 10.22). La gramicidina adopta 
una conformacion helicoidal abierta cuando se disuelve en la membrana, pero 
una molecula del antibiotico tiene la longitud suficiente para atravesar sola- 
mente la mitad del grosor de la membrana. Se forma un poro abierto unica- 
mente cuando dos moleculas de gramicidina se alinean para formar un dime- 
ro termino-terminal (Figura 10.22). Los iones potasio (y en menor medida, 
los iones sodio) pueden atravesar entonces el canal. Cuando estudiamos la con- 
ductance ionica de las membranas a concentraciones muy bajas de gramicidi- 
na, observamos un fenomeno notable: la conductancia aumenta o disminuye de 
manera escalonada. Cada paso corresponde a la apertura o el cierre de un canal 
individual, probablemente por la difusion junta o separada de dos moleculas de 
gramicidina, una en cada lamina de la membrana. Se ha encontrado que, con 
determinadas circunstancias ambientales, la gramicidina puede adoptar es- 
tructuras de doble helice diferentes. Sin embargo, la que se muestra en la 
Figura 10.22 es la que se cree predomina en las bicapas. 

Transporte facilitado por transportadores 

Los ionoforos antibioticos constituyen tambien los ejemplos mejor conocidos de 
transporte facilitado por transportadores (vease la Figura 10.20b). Asi, por 
ejemplo, la valinomicina, producida por un Streptomyces, tiene la estructura 
que se muestra en la Figura 10.23. Cuando se acompleja con K + es semejante a 
un polipeptido ciclico, que tiene tres repeticiones de la secuencia (D-valina)-(L- 
lactato)-(L-valina)-(D-hidroxiisovalerato). Su conformacion plegada presenta 
una superficie externa con abundantes grupos — CH 3 y una agrupacion interior 
de nitrogenos y oxlgenos que es muy adecuada para quelar cationes. Las di- 
mensiones de la cavidad interior se ajustan exactamente a las del ion K + y no 
encajan tan bien otros cationes. Esta estructura es exactamente la necesaria 
para un transportador cationico: la superficie externa es hidrofoba, lo cual hace 
que la molecula sea soluble en la bicapa lipidica, mientras que el interior imita 
en ciertos aspectos a la concha de hidratacion que el cation tendria en una di- 
solucion acuosa. Una molecula como la valinomicina puede difundir hasta una 
superficie de una membrana, captar un ion y difundir luego hasta la otra su- 



FIGURA 10.23 

Valinomicina, un antibiotico que 
actua como transportador ionico. La 

parte externa de este polfmero dclico 
aproximadamente esferico es hidrofoba. La 
cavidad central rodeada de atomos de 
oxfgeno (rojo) forma complejo con un ion 
K + . Los atomos de nitrogeno se indican en 
azul, los de oxfgeno del esqueleto 
polipeptfdico se indican en rosa y los 
atomos de carbono en gris. La superficie 
esta cubierta por grupos CH 3 (que no se 
muestran). 
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FIGURA 10.22 

Gramicidina A, un antibiotico que actua 
como poro ionico. Dos moleculas de 
gramicidina A forman un poro a traves de la 
membrana al adoptar una conformacion 
helicoidal, con sus cadenas laterales hidrofobas 
en contacto con el Ifpido. La parte interna de la 
helice forma el poro hidrofilo. Los enlaces de 
hidrogeno, en esta estructura helicoidal abierta, 
se asemejan a los de los polipeptidos con 
laminas p, lo cual es posible por los residuos 
alternos d y l. 
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FIGURA 10.24 

Transporte facilitado y transporte 
pasivo. Si se representa la tasa del transporte 
frente a la diferencia de concentracion que 
motiva dicho transporte, los graficos indican 
que la tasa del transporte facilitado alcanza un 
Ifmite a una diferencia de concentracion 
elevada, mientras que la tasa del transporte 
pasivo aumenta de manera lineal. 



En el transporte activo, las sustancias 
atraviesan la membrana en contra de 
un gradiente de concentracion. El 
acoplamiento de la hidrolisis del ATP al 
transporte proporciona generalmente 
la energia libre necesaria. 



perficie y liberarlo. No existe un flujo dirigido, pero el transportador aumenta de 
hecho la solubilidad del ion en la membrana. Podriamos decir que aumenta el 
factor K de la ecuacion (10.6). 

Otros antibioticos transportadores de iones tienen el mismo tipo de es- 
tructura. Estas moleculas son o bien moleculas ciclicas o bien cadenas lineales 
que pueden plegarse para formar estructuras ciclicas. Sus afinidades relativas por 
distintos iones son muy diversas. Asi, por ejemplo, la valinomicina tiene una 
preferencia de casi 20 000 veces por el K + sobre el Na + , mientras que el anti- 
bio tico monensina tiene una preferencia de 10 veces por el Na + . 

Distincion de los diferentes tipos de difusion 

^Como puede distinguirse la difusion facilitada de la difusion pasiva? Aparte de 
la velocidad del transporte que, en general, es mucho mayor, una prueba sencilla 
es que los sistemas de transporte facilitado son saturables. Cualquier membra- 
na tiene un numero limitado de transportadores o poros. Cada transportador 
puede llevar una sola molecula o ion a la vez, y cada poro puede acomodar tan 
solo uno o unos pocos iones o moleculas en un determinado momento. En con- 
secuencia, si medimos la velocidad de transporte con diferencias de concentra- 
cion cada vez mas altas de la sustancia transportada a traves de la membrana, se 
alcanza una velocidad limite cuando todos los poros o transportadores estan 
ocupados (Figura 10.24). En cambio, la velocidad del transporte pasivo au- 
menta de manera lineal con la diferencia de concentracion, tal como se expre- 
sa en las ecuaciones (10.4) o (10.5) y en la Figura 10.24. En el transporte pasi- 
vo no hay lugares que saturar, al menos a las concentraciones habitualmente 
estudiadas de las moleculas transportadas. 

Tambien existe una forma facil de diferenciar la difusion facilitada por poros 
de la facilitada por transportadores. Esta ultima debe ser muy sensible a la flui- 
dez de la membrana, puesto que el transportador debe desplazarse en ella. Si se 
reduce la temperatura de una membrana por debajo de su temperatura de tran- 
sition fluido-gel, practicamente cesa el transporte por un transportador como la 
valinomicina. En cambio, el transporte mediante una estructura de poro, como 
el de la gramicidina A, se ve poco influido por los cambios de temperatura. Una 
analogia sencilla es la de un transbordador y un puente: si el rio se hiela, el 
transbordador se detiene, pero el puente puede continuar con el transporte. 

Como conclusion, debemos resaltar que, a pesar de que el transporte facili- 
tado es a veces muy rapido y muy selectivo, se trata tan solo de una forma es- 
pecial de difusion. Los poros transportan mas rapido porque proporcionan 
puertas abiertas y los transportadores aumentan de manera eficaz la solubilidad 
de la sustancia en la membrana. El estado de equilibrio para un sistema que pre- 
sente un transporte facilitado es el mismo que cuando existe un transporte pa- 
sivo: la sustancia transportada acabara alcanzando unas concentraciones libres 
iguales a ambos lados de la membrana. 

TRANSPORTE ACTIVO: TRANSPORTE EN CONTRA 
DE UN GRADIENTE DE CONCENTRACION 

La difusion facilitada resulta util en muchos procesos bioquimicos, pero en al- 
gunas situaciones es imprescindible que las celulas o los compartimientos ce- 
lulares sean capaces de transportar sustancias en contra de gradientes de con- 
centracion, incluso de gradientes muy desfavorables. Por considerar un ejemplo 
extremo, en determinadas circunstancias debe establecerse una relation de io- 
nes calcio de 30 000 a traves de las membranas del reticulo sarcoplasmico en las 
fibras musculares (vease el Capitulo 8). Segun la ecuacion (10.1), esta propor- 
tion corresponde a un AG = +26.6 kj/mol, lo cual constituye una barrera 
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realmente formidable. Sin embargo, esta proportion se crea y se mantiene en las 
celulas vivas. Este transporte en contra de un gradiente de concentration se de- 
nomina transporte activo. Evidentemente, para bombear iones en contra de un 
gradiente es necesaria una fuente de energia libre de algun tipo. Como cabria 
prever, esta energia suele proceder de la hidrolisis del ATP. Globalmente, se 
calcula que la mayor parte de las celulas gastan aproximadamente el 25% de su 
ATP tan solo en el transporte activo. Sin embargo, la hidrolisis del ATP puede 
acoplarse con el transporte de varias maneras diferentes, algunas de las cuales 
son bastante indirectas. Para dar una idea de la gama de este tipo de mecanis- 
mos, consideraremos algunos ejemplos concretos. 



Bombas ionicas: acoplamiento directo de la hidrolisis de ATP 
con el transporte 

El ejemplo fisiologico mejor conocido de transporte activo es el mantenimien- 
to de los gradientes de sodio y potasio a traves de las membranas plasmaticas de 
las celulas. El liquido que rodea a las celulas de la mayoria de los animales es 
aproximadamente 140 mM en Na + y 5 mM en K + . Sin embargo, las celulas ani- 
males mantienen en su citosol una concentration de Na + de aproximadamen- 
te 10 mM y una concentration de K + de alrededor de 100 mM. 

A pesar de que el Na + y el K + pasan muy lentamente a traves de las mem- 
branas mediante difusion pasiva, estas desigualdades acabarian por desvanecerse 
sin un mecanismo que mantuviera la entrada de K + y la salida de Na + . Este 
movimiento se realiza mediante la action de la bomba de sodio-potasio (Fi- 
gura 10.25). Esta maquina molecular esta formada por cadenas grandes (a) de 
113 kilodalton cada una, y subunidades mas pequenas (J3) de 55 kilodalton 
cada una. La subunidad (X interviene directamente en el proceso de transporte 
y es una enzima que hidroliza ATP. El cambio de energia libre que se produce en 
esa reaction se emplea para impulsar el transporte. La subunidad (X atraviesa la 
membrana 10 veces, formando un canal de multiples helices. El lugar de union 
y fosforilacion del ATP se encuentra en el lado citoplasmico (vease la Figu- 
ra 10.25). Mirando al exterior hay multiples lugares de union de esteroides 
cardiotonicos, entre ellos la ouabaina y la digitoxina (digital), cuya importan- 
cia medica se considera mas abajo. La subunidad [3 tiene una unica helice que 



La bomba de Na + -K + actua en todas 
las celulas manteniendo unas 
concentraciones mas altas de K + en el 
interior y de Na + en el exterior. 



EXTERIOR DE LA CELULA 




FIGURA 10.25 

Modelo de la subunidad a de la Na + , K + - 
ATPasa. La molecula se presenta en la 
conformacion abierta hacia el citoplasma, con 
dos K + (verde) unidos en el canal. Se indica el 
lugar de fosforilacion, asf como los multiples 
lugares de la ouabaina (puntos negros). Los 
lugares de las helices transmembrana y la 
conformacion completa son hipoteticos. No se 
muestra la subunidad /3, que pasa a traves de la 
membrana junto a la subunidad a. 

Adaptado de J. B. Lingrel, J. Argiiello, J. von Huysse y J. A. 
Kuntzweiler, Ann. N. Y. Acad. Sci. (1997) 834:196-206. 
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atraviesa la membrana y transporta un gran polisacarido (20 kDa) en la super- 
ficie exterior. Se desconoce la funcion del polisacarido y de la proteina /3. 
Aunque el unico par a/3 funciona en sistemas reconstruidos, no esta clara la es- 
tructura cuaternaria real en las membranas celulares. Muchos piensan que pre- 
dominan los dimeros (a/3) 2 . La bomba de sodio-potasio es solo un miembro de 
una gran clase de ATPasas que participan en el transporte activo. 

Antes de examinar como actua la bomba, consideremos lo que debe hacer. 
Las estimaciones actuales indican que se bombean al interior de la celula apro- 
ximadamente dos iones K + y se bombean al exterior tres iones Na + por cada 
ATP hidrolizado. 2 Es razonable este calculo desde el punto de vista termodina- 
mico? Para responder a esta pregunta, calcularemos la energia libre necesaria 
para tomar 3 moles de Na + del lugar en que esta a 10 mM y llevarlos a donde 
esta a 140 mM, y 2 moles de K + de 5 mM a 100 mM, a 37°C. En primer lugar, 
aplicamos la ecuacion (10.2) para calcular la energia libre necesaria para trans- 
portar 3 moles de Na + del interior de la celula al exterior de la misma. Debemos 
tener en cuenta el potencial de membrana que es de aproximadamente 0.07 vol- 
tios. El interior de la membrana es mas negativo que el exterior, por lo que este 
potencial se opone al flujo. Por cada mol de Na + , tenemos 

AG = or In ^Na+ Ouera) + z Na+FA(Kdentro ^ fuera 
C Na + (dentro) 

= 8.314 J/K • mol X 310 K X In — + 1 X 96,480 J/volt • mol X 0.07 volt (10.7) 

10 

= 6800 J/mol + 6750 J/mol = 13,550 J/mol = 13.55 kj/mol 

Asi pues, para 3 moles, tendremos AG = 3 X 13.55 kj = 40.65 kj. 

Cuando se transporta K + hacia el interior de la celula, el potencial de mem- 
brana actua en favor del flujo. Por cada mol de K + tenemos 

AG = 8.314 J/K • mol x 310 K x In + i x 96,480 J/volt • mol x (-0.07 volt) 

5 

= 7720 J/mol - 6750 J/mol = 970 J/mol = 0.97 kJ/mol 

es decir, para 2 moles, AG = 1.94 kj. Observese que el potencial de membrana 
es casi suficiente para mantener por si mismo el gradiente de K + . El requeri- 
miento de energia libre total para el transporte al exterior de 3 moles de Na + y 
el transporte al interior de 2 moles de K + es pues 

AGtotai = 40.65 kj + 1.94 kj = 42.59 kj 

A primera vista, puede parecer que la hidrolisis de 1 mol de ATP no propor- 
cionaria la energia necesaria, puesto que hemos indicado que AG 0 ', el cambio 
de energia libre de estado estandar para la hidrolisis del ATP en condiciones fi- 
siologicas, es de aproximadamente —30 kj/mol. Sin embargo, en la mayoria de 
las celulas, el ATP tiene una concentracion mucho mas alta que el ADP o el P ; , 
por lo que el cambio de energia libre real por mol se aproxima mas a —45 o 
— 50 kj/mol. Asi pues, la hidrolisis de ATP basta para mantener estos gradien- 
tes de concentracion en la estequiometria del transporte observada, pero no po- 
dria transportar mas de 3 Na + y 2 K + por cada ATP. Ademas, si es correcto el 
calculo 3 + 2, significa que la bomba es muy eficaz. 

A pesar del transporte en contra de gradientes fuertes, la bomba de sodio-po- 
tasio no comporta transgresion alguna de los principios de la termodinamica. La 
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2 Na + 




unica exigencia es que la hidrolisis del ATP y el transporte esten acoplados. Este 
acoplamiento se produce al parecer en un proceso de multiples etapas. En la 
Figura 10.26 se presenta un modelo actual de todo el proceso, representado me- 
diante un ciclo. Los estudios mas completos han llevado a un modelo para el me- 
canismo de la bomba de Na + -K + (y otras semejantes). Se ha propuesto que la 
bomba puede existir en dos tipos de conformaciones, uno abierto hacia el citosol 
y el otro abierto hacia el entorno celular. (Vease la Figura 10.26.) La transition a 
la conformation abierta al citosol, que permite la liberation de K + y la captura de 
Na + , se desencadena por la union de ATP y la liberation de fosfato. La transition 
al estado abierto al exterior, que permite la liberation de Na + y la captura de K + , 
se produce tras la fosforilacion de la subunidad a y la liberation de ADP. 



supone que la subunidad a tiene dos estados, 
uno abierto hacia fuera (marron oscuro) y el 
otro hacia dentro (azul). Un punto (•) entre los 
dos sfmbolos indica una union no covalente, 
una Ifnea (I) indica una union covalente (como 
en la fosforilacion). 
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El estado abierto al exterior, denominado E-P en la Figura 10.26, tiene una 
afmidad especialmente elevada por los esteroides cardiotonicos, como la digi- 
toxina y la ouabaina. Estos agentes inhiben la bomba de Na + -K + bloqueando- 
la en esta conformation. Esta inhibition tiene efectos importantes en los muscu- 
los, especialmente en el corazon. La acumulacion de Na + en las celulas conduce 
a medidas para reducirlo, incluyendo los procesos de intercambio Ca 2+ -Na + ca- 
talizados por otra bomba. El aumento de Ca 2+ en el reticulo sarcoplasmico de 
las celulas del musculo cardiaco conduce a contracciones mucho mas fuertes 
(vease la pagina 295). Esta es la razon por la que se utilizan como estimulantes 
cardiacos las sustancias del tipo de la digitoxina y la ouabaina. 

Debe senalarse una cuestion importante para futuras referencias a la misma: 
una bomba que impulse en sentido inverso puede actuar como generador de energia. 
De hecho, el mismo tipo de mecanismo molecular que se ha descrito mas arriba, 
si se permite el paso de una sustancia a favor de gradiente, puede utilizarse a veces 
para generar ATP. Es de destacar que este mecanismo constituye probablemente la 
principal via de production de ATP en los organismos vivos (vease el Capitulo 15). 



En el cotransporte, el movimiento de 
una sustancia a traves de la membrana 
se acopla con el transporte 
espontaneo de otra sustancia. 



Sistemas de cotransporte 

Existen otros tipos de transporte activo que no dependen directamente del ATP 
como fuente de energia, pero que utilizan la hidrolisis del ATP de una forma in- 
directa. Cabe imaginar ya como podria producirse este hecho si se considera que 
el tipo de bombas ionicas impulsadas por el ATP que se han descrito antes pue- 
de generar desigualdades importantes de concentraciones ionicas a ambos lados 
de las membranas. Estos gradientes ionicos estan lejos del equilibrio y consti- 
tuyen, por tanto, de por si una posible fuente de energia libre. El sistema de co- 
transporte sodio-glucosa del intestino delgado (Figura 10.27) es un ejemplo de 
la forma en que se utiliza un gradiente ionico para impulsar un transporte. El 



FIGURA 10.27 

Modelo esquematico del sistema de 
cotransporte (simporte) de sodio- 
glucosa. Como en el caso de la bomba de 
sodio-potasio, el canal de cotransporte sodio- 
glucosa se piensa tiene dos estados posibles, 
uno abierto hacia fuera y el otro hacia dentro 
de la celula. La union de la glucosa a E • Na + 
estimula la transicion al estado abierto hacia 
dentro. La vuelta al estado abierto hacia fuera 
se produce tras la liberacion de Na + al interior 
de la celula. El gradiente de sodio del interior al 
exterior proporciona la fuerza impulsora para 
este proceso, de otra forma, desfavorable. Ese 
gradiente debe mantenerse mediante la bomba 
de sodio-potasio. 
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tabla 10.7 Algunos sistemas de cotransport e 



Gradiente 

Molecula ionico Organismo 

transportada utilizado o tejido 



Glucosa 


Na+ 


Intestino, rinon de muchos animates 


Aminoacidos 


Na + 


Celulas tumorales de raton 


Glicina 


Na+ 


Eritrocitos de paloma 


Alanina 


Na + 


Intestino de raton 


Lactosa 


H + 


E. coli 



transporte de cada molecula de glucosa desde el interior del intestino dentro de 
las celulas de la pared intestinal se acompana de un movimiento simultaneo de 
un ion Na + en la misma direccion. Dado que el gradiente de Na + favorable se 
mantiene gracias a la bomba Na + -K + dependiente de ATP de estas celulas, la 
glucosa puede transportarse en contra de un gradiente desfavorable de con- 
centration de glucosa. La glucosa “va a cuestas” del transporte de Na + favore- 
cido termodinamicamente. Cuando el transporte de las dos moleculas se pro- 
duce en la misma direccion, como ocurre en este caso, se denomina simporte y 
cuando se produce en direcciones opuestas, se denomina antiporte. 

Se conoce un elevado numero de estos sistemas de cotransporte, muchos de 
los cuales se utilizan para trasladar nutrientes dentro de las celulas. En la 
Tabla 10.7 se dan algunos ejemplos. Muchos de ellos utilizan el gradiente de 
Na + como fuerza impulsora, pero algunos, como el sistema de lactosa permea- 
sa de E. coli, dependen de un gradiente de H + . Como veremos en capitulos pos- 
teriores, la generation de gradientes de H + es un paso central en la production 
de energia por la mayoria de las celulas. 

Transporte mediante modification 

Otro metodo del que disponen las celulas para realizar un transporte en contra 
de un gradiente utiliza el siguiente truco. Supongamos una molecula que al des- 
plazarse hacia el interior de una celula por difusion pasiva o facilitada sufre una 
modification quimica que hace que no pueda volver a pasar a traves de la mem- 
brana en direccion contraria. El resultado neto es que se acumulan de manera 
constante cantidades de la molecula modificada en el interior de la celula. Este 
metodo es el que utilizan muchas bacterias para la captation de azucares. Los 
azucares se fosforilan, bien durante su difusion a traves de la membrana, o tan 
pronto como emergen en el citosol. Las membranas son impermeables a los 
monosacaridos fosforilados cargados y, por tanto, estos productos permanecen 
en la celula. En el ejemplo mejor estudiado, el sistema fosfotransferasa de E. coli, 
el transporte se facilita por una proteina transmembrana, y la molecula de azu- 
car parece que se fosforila por el ATP mientras se encuentra en el poro. El pro- 
ceso tiene la ventaja anadida de que la fosforilacion de los monosacaridos es, 
como se expondra en el Capitulo 13, el primer paso de su utilization metaboli- 
ca. Asi pues, los azucares captados por E. coli estan ya preparados para el meta- 
bolismo. Aunque este mecanismo de transporte parece muy diferente del aco- 
plamiento directo de las bombas ionicas, es basicamente el mismo. En ambos 
casos se ha hidrolizado un compuesto fosfato de energia elevada (ATP) para 
conseguir el transporte dirigido de una molecula a traves de la membrana. 

En este apartado hemos descrito tan solo algunos ejemplos de transporte es- 
pecifico de membrana. En los capitulos posteriores sobre el metabolismo con- 
tinuaremos encontrando este fenomeno. Para dar una idea de la importancia 
que tiene el transporte especifico, en la Figura 10.28 se muestran algunos de los 



En el transporte por modificacion, una 
sustancia que ha difundido a traves de 
una membrana se modifica de tal 
manera que no puede regresar. 
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FIGURA 10.28 

Procesos de transporte especi'ficos. Esta 
celula hipotetica con caracterfsticas celulares de 
los vegetales y de los animales ilustra algunos 
de los procesos de transporte especfficos mas 
importantes. Todas las sustancias que se 
indican aquf, y otras muchas, se transportan en 
direcciones espedficas a traves de las 
membranas celulares. Los puntos rojos indican 
protefnas de transporte conocidas. 




Glucosa 



Aminoacidos 



dATP 

dCTP 

dGTP 

dTTP 



Acidos 

dicarboxilicos 



Acidos 

tricarboxilicos 



Proteina 



Mitocondria 



Triosa 

fosfato 



Aminocicidos 



Suocinato 



Acidos grasos 



Lisosoma 

secundario 

M1LRJHK ftlUyf, 



Glioxisoma 



Cloroplasto 



Glicina 



Glioolato 



Serina 



3-fosfoglicerato 



Peroxisoma 



i 


Amino- 


- V 


acidos 





















ejemplos conocidos, utilizando una celula hipotetica que presenta algunas ca- 
racteristicas de las celulas vegetales y otras de las celulas animales. 



Membranas excitables, potenciales de accion 
y neurotransmision 



En la conduccion nerviosa, se produce 
un desplazamiento de una onda de 
despolarizacion del potencial de 
membrana a lo largo de la fibra. Esto 
se denomina potencial de accion. 



Terminaremos con un ejemplo que pone de relieve la enorme variedad de 
propiedades que pueden presentar las membranas, mediante su capacidad de 
regular el transporte ionico. La conduccion de impulsos nerviosos en los 
animales es un proceso notable, pero depende de principios fisicos muy 
sencillos. 

Las neuronas, las celulas nerviosas responsables de la conduccion de los 
impulsos, tienen unas extensiones filamentosas denominadas dendritas y axo- 
nes, que actuan como “cables” del sistema nervioso (Figura 10.29). Son celulas 
realmente notables, que deben satisfacer unas necesidades poco habituales. Han 
de ser capaces de conducir impulsos sin una perdida significativa de la serial, 
pero con la rapidez suficiente para permitir a un animal correr con agilidad. La 
conduccion nerviosa se realiza no por un flujo de electrones, como en los cables, 
sino mediante ondas de potencial electrico de membrana en la superficie del 
axon. Cuando una onda de este tipo pasa por un punto de un axon o una den- 
drita, el potencial de reposo de la membrana se modifica momentaneamente a 
un potencial de accion en movimiento que constituye el impulso. Para com- 
prender la forma en que esto ocurre, debemos examinar como se generan los 
potenciales de membrana y como pueden modificarse. En el espacio limitado 
que tenemos, solo podemos dar una muy breve introduccion a este campo am- 
plio y complejo. 
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FIGURA 10.29 

Estructura de una motoneurona caracteristica de mami'fero. Una 

motoneurona transmite los impulsos nerviosos a los musculos o a otras celulas 
nerviosas. El cuerpo celular contiene el nucleo y la mayorfa de los demas 
organulos. Las dendritas reciben senales de los axones de otras neuronas; los 
axones transmiten senales a otras celulas a traves de las dilataciones terminates, 
que conectan con las dendritas de otras neuronas o con las celulas musculares. A 
lo largo del axon se disponen las celulas de Schwann, que envuelven el axon en 
capas de una membrana de mielina aislante. Las celulas de Schwann estan 
separadas por zonas no mielinizadas denominadas nodulos de Ranvier. 



POTENCIAL DE REPOSO 

En primer lugar, debemos comprender el origen y la naturaleza del potencial de 
reposo. Empezaremos con un modelo muy simplificado, que parte de nuestra 
consideration anterior sobre la diferencia de potencial electroquimico a traves 
de una membrana semipermeable (vease la ecuacion (10.2)). Supongamos que 
tenemos un ion (M z ) de carga Z que se encuentra fuera de la membrana a 
una concentration [M z ] fuera y dentro de ella a Lina concentration [M z ] dentro . 

Si el sistema esta en equilibrio, AG para el transporte sera cero. En conse- 
cuencia, a partir de la ecuacion (10.2) obtenemos 



RT |n [M z ] fuera 
ZF [M^ dentro 



= Ay/ 



( 10 . 8 ) 



donde Ai ff esta, como antes, definido como fuera— >dentro. La ecuacion (10.8) 
se denomina ecuacion de Nernst. Para los iones monovalentes (Z = ±1) a 
20°C, la ecuacion de Nernst se reduce a 



Ay/= ±59 log-,o 



[M]f U era 

[M]dentro 



(10.9) 



cuando Ai ff se expresa en milivoltios (mV). 

Segun la ecuacion (10.9), si mantenemos de alguna manera una diferencia 
de concentration ionica a traves de una membrana, se producira una diferen- 
cia de potencial electrico. Asi, por ejemplo, si se mantuviera un ion como el K + 
( Z= +1) con una concentration interior 10 veces mayor que la exterior, Ai \f se- 
ria de — 59 mV. La membrana estaria polarizada, con un potencial 59 mV me- 
nor en el interior. Si el unico ion que presentara una distribution desigual de 
este tipo fuera el cloruro, el potencial seria +59 mV. 

Los principales mecanismos que crean desequilibrios ionicos a traves de las 
membranas celulares son las bombas ionicas especificas que actuan de manera con- 
tinuada para concentrar determinados iones en uno u otro lado. Este desequilibrio 
da lugar al potencial de reposo a traves de la membrana de un axon nervioso. Un 
ejemplo muy estudiado es el axon gigante del calamar. Se trata de un modelo ex- 
perimental muy utilizado, ya que los calamares tienen la peculiaridad de tener 
axones de hasta 1 mm de diametro. Como se indica en la Figura 10.30, es posible 
introducir electrodos de registro en un axon de este tipo y medir la diferencia de 
potencial a traves de la membrana. (La figura muestra tambien electrodos de esti- 
mulacion, que se utilizan en un experimento que describiremos mas adelante.) 

En el axon del calamar tenemos una situation mas compleja de la que pue- 
de describirse mediante la ecuacion de Nernst. Intervienen en ella varios iones, 
cada uno de los cuales puede atravesar la membrana, al menos en cierto grado, 
y que se mantienen en unas concentraciones desiguales a ambos lados de la 
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FIGURA 10.30 

Uso de los axones gigantes de calamar 
para los estudios de la transmision 
nerviosa. Los electrodos conectados a un 
voltfmetro registrar! el potencial a traves de la 
membrana del axon. A las concentraciones 
ionicas del axon en reposo que se indican aquf, 
la lectura del voltfmetro serfa de 
aproximadamente -60 mV. Si el axon se 
estimula en el punto A por un pulso de 
despolarizacion, el potencial de accion en 
movimiento pasara rapidamente por el punto 
B, en el que puede registrarse. 




El potencial de reposo de una fibra 
nerviosa viene dado por las 
permeabilidades de la membrana a los 
diferentes iones y la concentracion de 
estos iones en los dos lados. 



misma. Si utilizaramos la ecuacion de Nernst para calcular el potencial a partir 
de la distribution del K + solamente, predeciriamos un valor de — 75 mV (al que 
denominaremos Ai/r K +). En cambio, utilizando la ecuacion de Nernst con la 
concentracion de Na + de dentro y de fuera de la celula, obtendriamos un 
Ay/ N a+ = +55. Pero cuando medimos el potencial existente a traves de una 
membrana del axon del calamar en reposo, obtenemos un valor de alrededor de 
— 60 mV. ^Que es lo que determina el potencial real en este caso? 

La clave es que, cuando varias clases de iones pueden atravesar la membra- 
na, la permeabilidad de la membrana para los diferentes iones es fundamental en 
la determination de Ay/. Los iones no estan realmente en equilibrio a traves de 
la membrana del axon, sino que se encuentran en un estado estacionario, cuya 
position viene dada en parte por las permeabilidades individuales. Este estado 
estacionario puede describirse cuantitativamente mediante la ecuacion de 
Goldman. Para el potencial de membrana determinado para varios aniones y ca- 
tiones monovalentes, la ecuacion de Goldman da 



FIT |n / 2+ P/[M, + ], uera + Pj[Xp ]d e ntro \ 

F n l S + P,[M, + ] dentro + Pj[Xj-] fuera ) 



( 10 . 10 ) 



En este caso, los sumatorios (indicados mediante 2) se realizan para todos los 
cationes (2 + ) y aniones (2-) con una permeabilidad significativa, y los valo- 
res de P son las permeabilidades de membrana relativas para estos iones. 
Observese que si un determinado ion tuviera una permeabilidad muy superior 
a la de los demas, dominaria en la ecuacion de Goldman, y la ecuacion (10.10) 
se reduciria a la ecuacion de Nernst para ese ion. 

Apliquemos ahora la ecuacion de Goldman al calculo del potencial de reposo 
en el axon gigante del calamar. Los unicos iones que realizan una contribution 
apreciable al potencial de membrana en este caso son K + , Na + , y Cl - , y sus per- 
meabilidades relativas son: P K + = 1.0, P Na + = 0.04, y P cl - = 0.45. Si se intro- 
ducen estos valores en la ecuacion (10.10), junto con las concentraciones ioni- 
cas dadas en la Figura 10.30, obtenemos Ay/ = —61 mV, lo cual concuerda con 
la observation experimental. 



POTENCIAL DE ACCION 

El valor del potencial de reposo de —61 mV tiene una importancia crucial. 
Dado que —61 mV se aproxima mucho mas a —75 mV que a +55 mV, ello sig- 
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niflca que con el potencial existente a traves de la membrana del axon del cala- 
mar, el K + esta mucho mas proximo a su distribution de equilibrio que el 
Na + . Si la membrana se hiciera permeable a los iones, el fenomeno principal se- 
ria una entrada masiva de iones sodio, con un desplazamiento consiguiente de 
los potenciales de membrana hacia l// Na -i- . 

Esto es exactamente lo que ocurre cuando un potencial de accion se trans- 
mite a lo largo de un nervio (Figura 10.31). Las fibras axonales tienen unos ca- 
nales de paso especificos, sensibles al voltaje, para el transporte facilitado de Na + 
y K + a traves de la membrana. Estos canales de paso son ionoforos proteicos 
que estan abiertos o cerrados, segun el potencial de membrana. En el estado de 
reposo estan cerrados (Figura 10.31a). Supongamos que realizamos un experi- 
mento con el empleo de electrodos colocados en un axon gigante de calamar 
como se indica en la Figura 10.30. A una cierta distancia de los electrodos de re- 
gistro, colocamos electrodos de estimulacion conectados a una fuente de volta- 
je. Si aplicamos a este electrodo un pulso suficiente para despolarizar la mem- 
brana localmente en alrededor de 20 mV, es decir, a un potencial de —40 mV (el 
umbral para la apertura de los canales de Na + ), se abren los pasos de activacion 
del canal de Na + (Figura 10.31b). La permeabilidad para el Na + aumenta unas 
100 veces y se produce una inundacion de iones sodio que pasan al interior, lle- 



El potencial de accion se genera y se 
propaga porque una pequena 
despolarizacion de la membrana de la 
celula nerviosa abre los canales de 
paso, permitiendo que los iones fluyan 
a traves de los mismos. 



Na + 

EXTERIOR 
DE LA CELUL/ 



Canal de 
potasio 



MEMBRANA 

PLASMATICA 




INTERIOR 
DE LA CELULA Canal de 
sodio 



Estimulacion: una ligera 
despolarizacion abre los 
pasos de activacion 
del Na + 




(a) Estado de reposo 



-61 mV 



-40 mV (b) Fase de despolarizacion 



Los dos pasos del Na + 
estan cerrados y no pueden 
volver a abrirse durante 
el periodo refractario 



El Na + entra de forma 
rapida, con lo que el 
potencial pasa a 
ser positivo 



-70 mV 



+40 mV 



EXTERIOR 
DE LA CELULA 




INTERIOR 
DE LA CELULA 



(d) Compensacion 



Se abren los pasos de K + 
permitiendo la liberacion 
de K + ; se detiene la 
entrada de Na + por el 
cierre de los pasos 




DE LA CELULA 



(c) Fase de repolarizacion 



figura 10.31 

Potencial de accion. (a) En el estado de reposo, se concentra K + en el interior de la membrana del axon y Na + en el exterior, (b) Un estfmulo 
electrico produce una despolarizacion parcial local de la membrana, que da lugar a su vez a una apertura de los pasos de activacion del canal de 
sodio, lo que permite una rapida e importante entrada de Na + . La entrada rapida de Na + hace que el potencial de membrana pase a ser positivo. 
(O Cuando el Na + se aproxima al equilibrio, la entrada se hace mas lenta y el Na + difunde a lo largo del axon. Mientras tanto, se abren los pasos 
del K + y este fluye hacia el exterior, (d) El flujo de salida de K + produce una disminucion extrema del potencial de membrana, que pasa a ser 
temporalmente mas negativo que el potencial de reposo. Este potencial muy negativo hace que los pasos de Na + se cierren y pasen a ser 
resistentes a la apertura. En consecuencia, se restablece el potencial de reposo, pero la region de la membrana queda inactivada de manera 
transitoria (refractaria). 



Tornado de Neil Campbell, Jane Reece y Larry Mitchell, Biology, 5 a ed. (Menlo Park, CA: Addison Wesley Longman, 1999). © Addison Wesley Longman, Inc. 
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(a) 



Tiempo, ms 



V Na+ (+55 mV) 



Vm (-61 mV) 
\|/ K + (-75 mV) 



Potencial de accion. (a) Cambios que se 
producer! en la conductancia de la membrana 
en un punto de un axon cuando pasa por el un 
impulso nervioso. La membrana primero se 
hace permeable a los iones sodio, lo cual 
permite una entrada rapida e importante de 
Na + . A continuacion, se produce una 
disminucion de la permeabilidad al Na + , que 
va seguida de un flujo de salida de K + . (b) 
Cambios del potencial de membrana que 
acompanan a los cambios de permeabilidad 
que se muestran en (a). Cuando se produce la 
entrada rapida de Na + , el potencial aumenta y 
pasa a ser positivo. Cuando aumenta el flujo de 
K + , el potencial disminuye hasta mas alia del 
potencial de reposo, y/ m , antes de volver a 
equilibrarse. Los potenciales yr Na + y y/ K + son los 
valores teoricos de un potencial de membrana 
unicamente determinado por el Na + o por el 
K + , respectivamente. 




(b) 

FIGURA 10.32 
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vando el potencial de membrana hasta aproximadamente +40 mV en menos de 
un milisegundo (Figura 10.31c). Si se expresa segun la ecuacion de Goldman 
(10.10), la permeabilidad de los iones Na + subitamente elevada hace que estos 
dominen, y el potencial de membrana se aproxima a A i// Na -t- (+55 mV). Sin em- 
bargo, no llega a alcanzar este valor, ya que se producen entonces nuevas mo- 
dificaciones. Como se observa en la Figura 10.31b, el estimulo provoca tambien 
una apertura de los pasos del canal de K + , aunque de manera mas lenta, y es- 
tos sacan iones K + al medio externo. Este fenomeno invierte de nuevo el po- 
tencial, disparandolo hasta alrededor de — 70 V. Este cambio cierra los pasos de 
inactivacion del canal de Na + (que estan separados de los pasos de activacion), 
con lo que hace que los canales de Na + sean temporalmente resistentes a la 
apertura (periodo refractario, Figura 10.31d). Los cambios de potencial y de per- 
meabilidad que se muestran en la Figura 10.3 lb-d, se producen en unos pocos 
milisegundos. En la Figura 10.32 se representan graficamente estos mismos 
cambios. 

Toda esta actividad tendria un efecto extraordinario pero localizado si no 
fuera por el fenomeno que se muestra en la Figura 10.31c y d. Cuando los iones 
Na + fluyen dentro, difunden alejandose de la region del estimulo, y desenca- 
denan el mismo ciclo de despolarizacion en la zona adyacente de la fibra. De esta 
forma, se produce una onda de despolarizacion que desciende por el axon. 
Tras el frente de la onda se produce la polarizacion inversa debido a la salida de 
K + , la zona refractaria en la que los canales de K + estan abiertos y los canales 
de Na + estan inactivados, y la vuelta final al estado de reposo (Figuras 10.31a y 
10.33). Asi pues, el electrodo de registro de la Figura 10.30 observara el paso a 
traves del mismo, cierto tiempo despues del pulso de estimulacion, de exacta- 
mente el mismo patron de despolarizacion e inversion que se indica en la 
Figura 10.3 lb-d y la Figura 10.32. Este pulso que se desplaza se denomina po- 
tencial de accion. El movimiento se ilustra en la Figura 10.33. El tiempo nece- 
sario para que el impulso pase desde el electrodo de estimulacion al electrodo 
de registro es proporcional a la distancia que existe entre los dos electrodos e in- 
versamente proporcional a la velocidad de propagacion del pulso. Los valores ca- 
racteristicos de propagacion del potencial de accion oscilan entre 1 y 100 metros 
por segundo. 

Hay varias caracteristicas del potencial de accion derivadas directamen- 
te del hecho de que constitLiya una onda de despolarizacion de la membra- 
na. Estas caracteristicas permiten diferenciarlo claramente de la condtic- 
cion mediante flujo de electrones que se observa en los circuitos electricos 
habituales. 

1. El potencial de accion no disminuye de manera apreciable con la distan- 
cia a la que se transmite, ya que se renueva de manera continua en cada 
punto a lo largo del axon. 

2. El potencial de accion es un fenomeno todo o nada. Si el estimulo es su- 
ficiente para activarlo, se produce, y su magnitud es independiente del 
voltaje del estimulo, en tanto en cuanto el estimulo sea stiperior al valor 
umbral que es necesario para la activacion. 

3. Una vez ha pasado un impulso, la region del axon situada inmediata- 
mente detras del mismo no es capaz de transmitir otro impulso duran- 
te un periodo de algunos milisegundos, debido al periodo refractario. 

Estas tres caracteristicas explican algunas de las propiedades peculiares de los 
sistemas nerviosos de los animales. Como consecuencia de la caracteristica 2, las 
redes neuronales se parecen mucho mas a circuitos digitales que a circuitos 
analogicos. Una neurona realiza una descarga o no la realiza. Ademas, los esti- 
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FIGURA 10.33 

Transmision del potencial de accion. Se 

muestran dos "instantaneas", obtenidas con una 
separation de 1 ms, del potencial a lo largo del 
axon. El color rojo indica los canales inactivados. 
Las flechas muestran la entrada de Na +. (a) A 
tiempo = 0, se esta produciendo un potencial de 
accion en la posicion 2 mm. La despolarizacion se 
extiende por el axon, desencadenando la aparicion 
del potencial de accion a lo largo del mismo. 

(b) A tiempo = 1 ms, el pico del potencial de 
accion se ha desplazado a la posicion 3 mm. El 
potencial solo puede moverse en una direccion, ya 
que despues que ha pasado, la zona que queda 
por detras del potencial se hace refractaria durante 
unos milisegundos. 

Adaptado de J. Darnell et al., Molecular Cell Biology. © 1 986, 1 990, 
1996 Scientific American Books, Inc. Utilizado con permiso de W. H. 
Freeman and Company. 
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mulos mas intensos no dan lugar a potenciales de accion mayores: simplemen- 
te producen impulsos mas frecuentes. Pero dado el periodo refractario (carac- 
teristica 3), un sistema nervioso puede “saturarse” y tan solo puede manejar un 
determinado numero de impulsos por segundo. 



VELOCIDAD DE LA TRANSMISION NERVIOSA 



Las propiedades del axon tienen un efecto importante sobre la velocidad con la 
que puede transmitirse un pulso a lo largo del mismo. Basicamente, la velocidad 
depende de la rapidez con la que la region del axon situada por delante del pul- 
so puede despolarizarse hasta el valor umbral necesario para abrir los pasos de 
los canales de Na + . Si los iones Na + pueden difundir rapidamente alejandose de 
su punto de entrada, el pulso se desplazara con rapidez. La resistencia al movi- 
miento del Na + puede reducirse con el empleo de un axon grande. Esta forma 
de abordar el problema se ve en los axones del calamar de los que hemos ha- 
blado antes. La mayoria de los invertebrados, y en especial los moluscos, son ani- 
males de movimientos lentos, pero el calamar es una excepcion. Para producir 
un estallido de velocidad, debe ser capaz de expulsar agua de manera rapida me- 



La velocidad de la transmision nerviosa 
aumenta con el incremento del 
tamano del axon o con el grado de 
aislamiento de este producido por la 
mielina. 
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Las neurotoxinas actuan bloqueando 
los pasos de la membrana del axon 
en estado cerrado o abierto. 



FIGURA 10.34 

Forma de mielinizacion del axon. 

Durante el desarrollo nervioso, las celulas de 
Schwann envuelven el axon y crecen en espiral 
alrededor del mismo formando multiples capas 
de la membrana de mielina sobre el axon. Estas 
membranas tienen un contenido de protefnas 
especialmente bajo y consecuentemente un 
alto contenido lipfdico. Constituyen, pues, 
excelentes aislantes. Las celulas de Schwann 
estan espaciadas de manera regular a lo largo 
del axon, separadas por los nodulos de Ranvier, 
como se indica en la Figura 10.29. 



diante la contraction de su cavidad del manto. Los axones que controlan los 
musculos necesarios para ello son muy grandes, lo que le permite una respues- 
ta rapida. 

Los vertebrados adoptan un enfoque muy diferente. La mayor parte de los 
axones de los vertebrados, y en especial los del sistema nervioso periferico, es- 
tan cubiertos en gran parte de su longitud por una vaina discontinua de mie- 
lina, producida por las membranas plasmaticas de unas celulas especiales de- 
nominadas celulas de Schwann (vease la Figura 10.29). La vaina de mielina es 
una envoltura de muchas capas de membrana alrededor del axon, que lo aisla 
e impide la conduccion a traves de la membrana (Figura 10.34). El aislamien- 
to se interrumpe periodicamente en los nodulos de Ranvier (vease la Figu- 
ra 10.29). Estos nodulos son los unicos puntos de un axon mielinizado en los 
que puede producirse el intercambio de iones con el entorno y los canales de 
Na + y de K + estan todos concentrados aqui. En un axon de este tipo, el po- 
tencial de accion salta rapidamente de un nodulo a otro, en un proceso deno- 
minado conduccion saltatoria. La efkacia de la mielinizacion puede apreciar- 
se por el hecho de que un axon mielinizado de 12 jUm de diametro conduce con 
una rapidez equivalente a la de un axon de calamar no mielinizado de 600 pm 
de diametro. 

Algunas enfermedades neurologicas se asocian a una perdida de la mielina 
y la mas conocida de ellas es la esclerosis multiple. En este trastorno se produce 
una destruction gradual de la mielina en ciertas areas del cerebro y la medula es- 
pinal. La conduccion de los potenciales de accion se hace mas lenta, y ello se 
acompana de una perdida de coordination motora. 

TOXINAS Y NEUROTRANSMISION 

Muchas sustancias extremadamente toxicas ejercen su efecto impidiendo la ac- 
tion de los pasos ionicos especificos que son necesarios para el establecimien- 
to de un potential de accion. Estas sustancias se denominan neurotoxinas. La te- 
trodotoxina se encuentra en algunos organos del pez burbuja. Este pez se 
considera un manjar exquisito en el Japon, en donde hay “chefs” con una for- 
mation y diplomas especiales relativos a su capacidad de eliminar los organos 
que contienen la toxina. La tetrodotoxina se fija de manera especifica al canal del 
Na + e impide todo movimiento ionico. El mismo efecto lo produce la saxito- 
xina, que contienen los dinoflagelados marinos responsables de la “marea roja”. 
Estas algas microscopicas, junto con su toxina, son ingeridas por el marisco y 
pueden a su vez ser consumidas por el ser humano. Estas dos toxinas, que ata- 
can un proceso fundamental del sistema nervioso, son unas de las sustancias 
mas venenosas que se conocen, y su ingestion accidental causa muchas muertes 
cada ano. Una tercera sustancia muy venenosa, la veratridina, se encuentra en las 
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semillas de una planta de la familia de la azucena, Schoenocaulon officinale. Esta 
toxina se une tambien a los canales de Na + , pero los bloquea en la configuration 
“abierta”. 






Estas toxinas han resultado utiles en los estudios de la estructura y la con- 
duction del axon, puesto que su union intensa las convierte en excelentes mar- 
cadores de afinidad para el canal de Na + . Su empleo ha permitido a los inves- 
tigadores determinar que los axones no mielinizados contienen unos 100 canales 
por micrometro cuadrado, mientras que los nodulos de Ranvier de las fibras 
mielinizadas tienen una densidad de canales unas 200 veces superior. 

Estos estudios han descubierto que los canales de Na + estan formados de 
manera caracteristica por una subunidad grande (ct) de aproximadamente 
260 a 300 kilodalton y una o varias subunidades mas pequenas (/3), de 30 a 40 
kilodalton cada una. En algunos casos faltan las subunidades /3, y es eviden- 
te que la mayor parte de las propiedades funcionales del canal se asocian a la 
subunidad cl. Ya se ha determinado la secuencia de aminoacidos de la subu- 
nidad cl. La protema contiene cuatro dominios hidrofobos, que probable- 
mente forman paredes que van de lado a lado de la membrana alrededor de 
un poro central. Algunos segmentos de estos dominios contienen una se- 
cuencia repetida poco habitual en la que cada tercer aminoacido es una lisi- 
na o una arginina, separadas por dos aminoacidos hidrofobos. Se sospecha 
que estas secuencias forman parte del mecanismo de los pasos y pueden ex- 
perimentar cambios de conformation cuando se altera el potential de mem- 
brana. 

Hemos descrito aqui tan solo una parte del fenomeno completo de la trans- 
mision de los impulsos nerviosos, la conduction a lo largo de una unica fibra 
nerviosa. El otro problema igualmente importante de como estos impulsos se 
transmiten de una celula a otra se tratara en el Capitulo 21, en donde se descri- 
ben las sustancias neurotransmisoras. 
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RESUMEN 



Muchas de las propiedades importantes de los lipidos derivan del hecho de 
que estas sustancias son anfipaticas, esto es, contienen regiones hidrofobas y re- 
giones hidrofilas. La mayor parte de los acidos grasos que se encuentran en la 
naturaleza contienen un numero par de atomos de carbono. Cuando estan in- 
saturados, los dobles enlaces suelen ser cis. Los acidos grasos estan presentes en 
las grasas (triacilgliceroles), en donde constituyen reservas de energia y ele- 
mentos de aislamiento, y en las membranas, en donde son componentes de los 
fosfolipidos, los esfingolipidos, los glucoesfingollpidos y los glucoglicerolipi- 
dos. Las membranas son estructuras bicapa, que contienen proteinas y lipidos 
en un mosaico fluido. Las dos laminas difieren a menudo en su composition de 
proteinas y lipidos. Las proteinas perifericas estan limitadas a una u otra cara de 
la membrana, mientras que las proteinas integrales se extienden de un lado a 
otro de la misma, con la presencia frecuente de helices oc hidrofobas en la region 
transmembrana. 

El transporte a traves de las membranas puede realizarse mediante difu- 
sion pasiva, puede ser facilitado por poros o transportadores, o puede ser im- 
pulsado de forma activa por reacciones exergonicas. Tan solo en este ultimo caso 
puede producirse un transporte en contra de un gradiente de concentration. Un 
ejemplo de ello es la bomba de Na + -K + , que mantiene la diferencia ionica y el 
potential de membrana que se observa entre las celulas y su entorno. El trans- 
porte activo puede ser indirecto, como en el caso del cotransporte o el trans- 
porte mediante modification. 

La conduction de impulsos nerviosos se basa en el desplazamiento de una 
onda de despolarizacion (un potential de action) del potential de membrana de 
una celula nerviosa. Esta despolarizacion se produce por el flujo de iones a tra- 
ves de los canales de paso que existen en la membrana. La velocidad de la trans- 
mision nerviosa depende de las dimensiones de los axones y de si estan o no 
mielinizados. 
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PROBLEMAS 



1 . Proporcione las estructuras de las siguientes sustancias, basan- 
dose en los datos de la Tabla 10.1. 

(a) acido tis-9-Dodecanoico 

(b) 18:lcAll 

(c) Un acido graso saturado que debe fundir por debajo de 
30°C 

2. Considerando estos componentes moleculares: glicerol, acido 
graso, fosfato, alcohol de cadena larga e hidrato de carbono, re- 
sponda a lo siguiente: 

(a) iQue dos de ellos estan presentes en las ceras y en la esfin- 
gomielina? 

(b) iQue dos de ellos estan presentes en las grasas y en la fos- 
fatidilcolina? 

(c) ^Cual de ellos esta presente en un gangliosido pero no en 
una grasa? 



3. La demostracion clasica de que las membranas de las celulas 
plasmaticas estan formadas por bicapas se basa en los sigu- 
ientes tipos de datos: 

■ Los lipidos de membrana de 4.74 X 10 9 eritrocitos formaran 
una monocapa con una superficie de 0.89 m 2 cuando se ex- 
tienden en una superficie acuosa. 

■ La superficie de un eritrocito es de aproximadamente 100 
(Aim) 2 . 

Explique por que estos datos solo pueden explicarse si la mem- 
brana del eritrocito es una bicapa. 

4. La portion lipidica de una bicapa caracteristica es de unos 3 nm 
de grosor. 

(a) Calcule el numero de residuos en una helice a que se ex- 
tienda exactamente en esta distancia. 

(b) El receptor del factor de crecimiento epidermico tiene una 
sola helice transmembrana. Identifiquela en esta secuencia 
parcial: 

■ ■ •RGPKIPSIATGMVGALLLLVVALGIGILFMRRRH ■ ■ ■ 

5. En las situaciones descritas mas adelante, ^cual es el cambio de 
energia libre si 1 mol de Na + se transporta a traves de una 
membrana desde una region en la que la concentration es 1 pM 
hasta otra en la que es 100 /1M? (Suponga que T = 37°C.) 

(a) En ausencia de potencial de membrana. 

(b) Cuando al transporte se opone un potencial de membrana 
de 70 mV. 

En ambos casos, jsera suficiente la hidrolisis de 1 mol de ATP 
para impulsar el transporte de 1 mol del ion? (Suponga que el 
AG para la hidrolisis del ATP es de aproximadamente —50 
kj/mol en estas condiciones.) 

Considere la difusion pasiva de iones a traves de la membrana 
eritrocitaria medida con los coeficientes de permeabilidad de la 
Tabla 10.6. Calcule el numero de moles de K f que difundirian 
a traves de una sola membrana eritrocitaria en 1 minuto par- 
tiendo de los siguientes datos: 

C K + (dentro) = 100 mM 
C K + (fuera) = 15 mM 

La superficie de un eritrocito es = 100 pm 2 . [Nota: Tenga cuida- 
do con las unidades.] 

7. Si el volumen del eritrocito del Problema 6 es de aproxima- 
damente 100 pm 3 , ^que porcentaje de los iones K + escaparia 
mediante difusion pasiva en 1 minuto? 

*8. Suponiendo que el flujo, J, en un transporte facilitado por un 
transportador sea proporcional a la fraction de transporta- 
dores ocupados, deduzca una ecuacion para el calculo de / en 
funcion de la concentration [A] de la sustancia transportada. 

9. Suponga que el ion calcio se mantiene dentro de un organulo a 
una concentration 1000 veces superior a la existente fuera de la 
misma ( T = 37°C). ^Cual es la contribution del Ca 2+ al poten- 
cial de membrana? iQue lado de la membrana del organulo es 
positivo y cual es negativo? 

10. Calcule los potenciales de membrana de equilibrio que cabe 
prever a traves de una membrana a 37°C, con una concen- 
tration de NaCl de 0.10 m en el lado derecho y de 0.01 m en el 
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izquierdo, teniendo en cuenta las siguientes condiciones. 
Indique en cada caso que lado es + y cual es — . 

(a) Membrana permeable tan solo para el Na + . 

(b) Membrana permeable tan solo para el Cl - . 

(c) Membrana igualmente permeable para ambos iones. 

1 1. En cada uno de los apartados a, b y c del Problema 10, ^se pro- 
ducira un transporte apreciable de la sustancia para establecer 
el potencial de membrana? 

*12. Los bastones de la retina contienen membranas que se despo- 
larizan cuando se absorbe un foton de luz. Suponga que existen 
las siguientes concentraciones dentro y fuera de un baston de la 
retina: 

Concentration (mM) 





Dentro 


Fuera 


K + 


100 


5 


Na + 


10 


140 


Cl - 


10 


100 



(a) Si las permeabilidades relativas de K + y de Cl - son de 1.0 
y de 0.45, respectivamente, ^cual debe ser la permeabilidad 
relativa del Na + para obtener un potencial de —30 mV, 
que es el valor que se observa a traves de la membrana del 
baston en reposo? Suponga T = 37°C. [Pista: Debe reor- 
denar y despejar en la ecuacion de Goldman.] 

(b) Si los pasos de Na + se cerraran por completo tras la estimu- 
lacion por un foton, ^que valor del potencial de membrana 
se alcanzaria? 

13. Muchas proteinas transmembrana son oligomericas con varias 
subunidades identicas. Los oligomeros parecen tener normal- 
mente alguna forma de simetria C„, en lugar de D„ o cualquier 
orden superior. Sugiera alguna razon para esta selectividad. 

14. Un ser humano promedio genera aproximadamente su peso 
en ATP cada dia. Una persona en reposo utiliza aproxima- 
damente el 25% de este ATP en el transporte ionico, la mayoria 
por medio de la Na + , K + -ATPasa. Aproximadamente, ^cuantos 
gramos de Na + y K + bombeara diariamente una persona seden- 
taria de 70 Kg a traves de las membranas? 



HERRAMIENTAS DE LA BIOQUIMICA 10A 



Tecnicas para el estudio de las membranas 

Existe toda una bateria de tecnicas especiales para el estudio de 
la estructura y la funcion de las membranas. Sin ellas, nuestro 
nivel actual de conocimientos sobre las membranas no hu- 
biera podido alcanzarse. 

Metodos de microscopia electronica 

El examen de la estructura de la membrana tal como se da en 
el interior de las celulas se basa en gran parte en la micros- 
copia electronica, y se han utilizado practicamente todas las 
variantes de este metodo que se han citado en Herramientas 
de la Bioquimica 1A en uno u otro momento. Asi, por ejem- 
plo, la ME de transmision en cortes finos de celulas incluidas 
en una matriz de material plastico muestra las membranas 
celulares en un corte transversal (como ejemplos veanse las 
Figuras 1.11 y 1.12), mientras que la ME de barrido puede 
mostrar detalles de la superficie. Una variante especialmen- 
te util de este metodo es la tecnica de fractura por congela- 
tion. Si una membrana se congela rapidamente y luego se 
rompe mediante un golpe brusco de la cuchilla de un mi- 
crotomo, es frecuente que se parta siguiendo el piano exis- 
tente entre las laminas de la bicapa (Figura 10A.1). De esta 
forma se separa una capa de la otra, mostrando la estructu- 
ra interna. A continuation, la muestra puede sombrearse 
con un metal y estudiarse por ME de barrido. En una va- 



riante de esta tecnica denominada grabado por congelation, 
parte del hielo se sublima antes del sombreado, con lo que se 
aprecia la superficie y los detalles situados por debajo de 
ella. 

Aunque la microscopia electronica ha descubierto gran 
parte de la compleja arquitectura de las membranas naturales, 
los investigadores han de utilizar con frecuencia sistemas sim- 
plificados para el estudio de las propiedades especificas de las 
membranas. Para este fin, se emplean con frecuencia bicapas 
y vesiculas sinteticas. 

Preparation de bicapas y de vesiculas 

Generalmente pueden obtenerse las membranas de determi- 
nados tipos de celulas o de organulos purificados mediante la 
lisis de la celula o el organulo, seguida de una centrifugation 
diferencial. 

Si, como se muestra en la Figura 10A.2, se extrae una 
membrana con disolventes organicos (por ejemplo, una mez- 
cla de cloroformo-etanol), los componentes lipidicos solubles 
pueden separarse de las proteinas y los oligosacaridos insolu- 
bles. La mezcla lipidica puede fraccionarse posteriormente 
mediante metodos como la cromatografia liquida de alta pre- 
sion para obtener los componentes lipidicos puros, y un ana- 
lisis del contenido lipidico. Otra posibilidad es que el investi- 
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FIGURA 1QA.1 

Fractura por congelacion. Representation 
esquematica de una membrana fracturada por 
congelacion. 



gador quiera utilizar toda la mezcla lipidica procedente de 
una membrana. 

Si el disolvente organico de una preparation de este tipo se 
elimina mediante evaporation, y se dispersan los lipidos de la 
membrana en una solution acuosa, estos formaran vesiculas 
(tambien llamadas liposomas ): pequenas estructuras esfericas 
bicapa. Otra posibilidad es la de extender una bicapa a traves 
de un pequeno orificio para establecer un reparto entre dos 
compartimientos. Estas preparaciones se suelen utilizar para el 
estudio de la permeabilidad a traves de las membranas. 

Las vesiculas pueden utilizarse para muchos tipos de estu- 
dios. Asi, por ejemplo, es posible reconstituir sistemas de 
transporte especificos mediante el aislamiento de las proteinas 
de transporte a traves de la solubilization con detergente y la 
adicion posterior de las mismas a un sistema de formation de 
vesiculas. En presencia de ATP, los sistemas reconstituidos de 
forma adecuada presentaran transporte activo. En la Fi- 
gura 10A.3 se muestra la reconstitution de la bomba de Ca 2+ 
de las celulas musculares. Las vesiculas formadas con mezclas 
especificas de lipidos y otros componentes son tambien exce- 
lentes objetos para el estudio de procesos como la transition 
de fase o la difusion en las membranas. 

En otros tipos de experimentos, conviene mantener todos 
los componentes naturales de la membrana, lo cual puede 
realizarse a menudo mediante la lisis cuidadosa de las celulas 
o los organulos, el aislamiento de las membranas intactas y la 
dispersion posterior en una disolucion en la que volveran a 
unirse para formar vesiculas. En algunos casos, como ocurre 
con el eritrocito de la Figura 10A.4, es posible ajustar las con- 



diciones de tal manera que la formation de nuevas vesiculas se 
produzca de manera preferente de cara a fuera o de cara a 
dentro. Estas preparaciones han aportado gran parte de la in- 
formation de que disponemos respecto a la asimetria de la 
membrana. 

Tecnicas fisicas 

Gran parte de la information de que disponemos respecto a 
las transiciones estructurales en las membranas precede de la 
calorimetria de barrido. En la Figura 10A.5 se muestra un 
esquema simplificado de un calorimetro de barrido. Las mues- 
tras de una suspension de vesiculas lipidicas y un amortigua- 
dor de control se calientan en paralelo, y se registra cuidado- 
samente la diferencia de aporte de energia que es necesaria 
para mantenerlas a la misma temperatura. Cuando se pasa la 
temperatura de transition (T m ), hay que aplicar mas calor a la 
muestra lipidica para que se funda la estructura de membra- 
na. Esta transition muestra un pico del tipo del que se ilustra 
en la Figura 10.12. El experimento indica la temperatura de 
transition, la brusquedad de la misma y la energia total re- 
querida. La calorimetria de barrido tiene otras muchas apli- 
caciones en bioquimica. Puede utilizarse, por ejemplo, para el 
estudio de la desnaturalizacion termica de las proteinas 
(Capitulo 6) o de los acidos nucleicos (Capitulo 4). 

Para estudiar mas directamente la fluidez de la membrana 
y para examinar el movimiento de los distintos tipos de mo- 
leculas en ella, se utilizan otras muchas tecnicas. La resonan- 
cia de espin electronico (ESR) ha tenido una gran importan- 
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Solucion de Ifpidos 



Depositar las bicapas 
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entre dos compartimientos 




Fraccionamiento 
y analisis 



FIGURA 10A.2 

Preparation de vesiculas y bicapas. 
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Protefna de la bomba de Ca 2+ 
solubilizada con detergente 



Mezcla 
en solucion 
acuosa 



Bomba 
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Se forma una veslcula 
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de la bomba 
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cia. Esta tecnica tiene semejanzas con la resonancia magneti- 
ca nuclear, pero se basa en los cambios de espln de los elec- 
trones desapareados en lugar de los nucleos. El espectro de re- 
sonancia es sensible, tanto en el espaciamiento de las llneas de 
absorcion como en la claridad de las mismas, al entorno de los 
electrones desapareados. Al igual que en la RMN, las llneas es- 
pectrales estrechas son caracterlsticas de un ambiente fluido 
con un movimiento molecular rapido, y las llneas ensanchadas 
se observan cuando el movimiento molecular es perezoso. 

La mayor parte de los compuestos no tienen electrones 
desapareados, pero algunos compuestos de nitroxido, como la 
tempocolina, contiene un electron desapareado en un enlace 
N — O. La tempocolina se ha sustituido por la colina en la 
fosfatidilcolina, con objeto de que actue como “grupo infor- 
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Se acumula Ca 2+ 
en las vesiculas 

FIGURA 10A.3 



Reconstitucion de la bomba de Ca 2+ . 
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Exterior de la 
membrana celular 




Proteina 
direccional 
de membrana 



Eritrocito 



Hemoglobina 
y otras proteinas 
celulares 



Interior de la 
membrana celular 



Lisar las celulas por 
choque osmotico 





Cara externa hacia fuera 
Cara interna hacia fuera 



“Fantasmas” de eritrocitos 



FIGURA 10A.4 

Preparation y reconstitucion de los "fantasmas" 
eritrocitarios. 




Recipiente aislado 



FIGURA 10A.5 

Calorimetri'a de barrido diferencial. 



mador” sensible a la libertad de movimiento de los grupos 
de cabeza de las membranas. Otros grupos o moleculas in- 
formadoras pueden percibir la fluidez del interior de las mem- 
branas o la movilidad de las proteinas de la membrana. 



HO — Ch — CKj 




Tempocolina 

Una tecnica nueva y potente es la denominada recupera- 
cion de fotodesaparicion de fluorescencia (Figura 10A.6). Se 
introduce un marcaje fluorescente en determinadas moleculas 
seleccionadas de las membranas celulares. A continuacion, 
una pequena zona de la superficie de la membrana se expone 
a un laser de alta intensidad. Esto hace desaparecer la marca 
fluorescente, formando una mancha no fluorescente sobre la 
superficie celular. Se observa a continuacion la celula en un 
microscopio de fluorescencia. Cuando las moleculas desapa- 
recidas difunden hacia fuera de la mancha y las moleculas sin 
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Finalmente, el punto 
llega a ser indistinguible 
del resto de la 
superficie celular 

FIGURA 10 A. 6 

Recuperacion de fotodesaparicion de fluorescencia. 



Las moleculas de una 
superficie celular estan 
marcadas con un 
colorante fluorescente 



Se hace desaparecer un punto 
de la superficie mediante 
un laser intenso y de alto 
enfoque (\ 



Cuando las moleculas 
difunden hacia el punto, 
el contraste empieza 
a perderse 



desaparecer difunden hacia ella, la mancha recupera gradual- 
mente su intensidad de fluorescencia original. Este metodo 
proporciona una forma directa de medir el movimiento late- 
ral de determinadas moleculas en las membranas. 
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C A P IT U L O 11 



Enzimas: catalizadores biologicos 



HEMOS HECHO ALUSION UNA Y OTRA VEZ A LA IMPORTANCIA DE LOS CATALIZADORES 
especificos, denominados enzimas, en la regulacion de la quimica de las celulas 
y los organismos. La catalisis es esencial para hacer que muchas reacciones bio- 
quimicas de importancia crucial se produzcan en condiciones fisiologicas a ve- 
locidades utiles. Una reaccion que requiere muchas horas para completarse no 
puede ser util, desde el punto de vista metabolico, para una bacteria que ha de 
reproducirse en 20 minutos, o para una celula nerviosa humana que debe res- 
ponder a un estimulo de forma instantanea. 

De hecho, la vida aprovecha habilmente el hecho de que la mayoria de las 
reacciones deban estar catalizadas. En el complejo medio de la celula, hay in- 
numerables reacciones posibles entre las moleculas. La celula se aprovecha de la 
catalisis especifica para canalizar las sustancias hacia rutas que sean utiles en vez 
de hacia reacciones colaterales despilfarradoras. Ademas, las enzimas que la 
celula utiliza son catalizadores poco habituales, ya que en la mayor parte de los 
casos, la eficacia de su accion puede controlarse, de manera que se module la 
produccion de distintas sustancias en respuesta a las necesidades de la celula y 
del organismo. 

El resto de este libro esta dedicado a este tema. Cada una de los centenares 
de reacciones que encontraremos esta catalizada por una enzima especifica, 
que la evolucion ha ido ajustando para realizar exactamente la tarea requerida. 
^Cuales son las propiedades especiales de las enzimas que las hacen catalizado- 
res tan eficaces? Esto es lo que analizaremos en este capitulo. 

Funcion de las enzimas 

Un catalizador es una sustancia que aumenta la rapidez o velocidad de una reac- 
cion quimica, sin verse alterada ella misma en el proceso global. La mayor parte 
de los catalizadores biologicos, aunque no todos ellos, son proteinas que deno- 
minamos enzimas. Hemos hablado ya de las enzimas. Asi, por ejemplo, la protei- 
na tripsina cataliza la hidrolisis de los enlaces peptidicos de las proteinas y los po- 
lipeptidos. La sustancia sobre la que actua una enzima se denomina sustrato de 
esa enzima. Asi pues, los polipeptidos son sustratos adecuados de la tripsina. 



Los catalizadores aumentan la 
velocidad de las reacciones quimicas. 
Las enzimas son catalizadores 
biologicos. 
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Podemos apreciar el poder de la catalisis enzimatica con un ejemplo que nos 
resulta familiar a todos: la descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua 
y oxigeno: 

2H z 0 2 *- 2H 2 0 + 0 2 

Esta reaccion, aunque muy favorecida termodinamicamente, es muy lenta, a me- 
nos que este catalizada. Se puede comprar una botella de una solucion de H 2 0 2 
y guardarla en un armario durante muchos meses antes de que se degrade. Sin 
embargo, si anadiera un trocito de ion ferrico (por ejemplo, como FeCl 3 ), ob- 
servaria que la velocidad de la reaccion aumenta unas 1000 veces. La proteina 
hemoglobina, que contiene hierro, es aun mas eficaz para incrementar la velo- 
cidad de esta reaccion. Si uno aplica la solucion de peroxido de hidrogeno a un 
corte de un dedo, observa un burbujeo inmediato del 0 2 liberado: la reaccion 
se esta produciendo ahora aproximadamente un millon de veces mas rapida- 
mente que el proceso sin catalizar. Pero pueden alcanzarse velocidades aun mas 
altas. La catalasa, una enzima presente en muchas celulas, aumenta la velocidad 
de la descomposicion del H 2 0 2 sin catalizar aproximadamente 1000 millones de 
veces. Algunas reacciones celulares producen peroxido de hidrogeno que es un 
oxidante peligroso (vease el Capitulo 15), por lo que la catalasa se ha perfec- 
cionado para defenderse de el. Este ejemplo muestra que la velocidad de una 
reaccion favorable depende, en gran medida, de que exista o no un catalizador 
y de la naturaleza del mismo. Los catalizadores biologicos, entre ellos las enzi- 
mas, se encuentran entre los mas eficaces y especificos que se conocen. 

Hay dos hechos importantes que conviene resaltar. En primer lugar, un ca- 
talizador verdadero, aunque participa en el proceso de reaccion, no se modifi- 
ca por esta. Asi, por ejemplo, tras catalizar la descomposicion de una molecula 
de H 2 0 2 , la catalasa vuelve a encontrarse exactamente en el mismo estado que 
antes, preparada para un nuevo ciclo. En segundo lugar, los catalizadores mo- 
difican la velocidad de los procesos, pero no afectan la posicion de equilibrio de 
una reaccion. Un proceso termodinamicamente favorable no pasa a ser mas fa- 
vorable por la presencia de un catalizador, ni este hace tampoco que un proce- 
so desfavorable pase a ser favorable. Simplemente se alcanza mas rapidamente 
el estado de equilibrio. 

Velocidades de las reacciones quimicas 
y efectos de los catalizadores 

Antes de analizar detalladamente el comportamiento de las enzimas, debemos 
revisar brevemente la cinetica quimica basica, con objeto de establecer unas 
definiciones precisas de las velocidades de reaccion y un conocimiento claro de 
la accion de los catalizadores. 

VELOCIDADES DE REACCION Y ORDEN DE REACCION 
Reacciones de primer orden: constante de velocidad 

Para comprender el significado de la velocidad de reaccion y como podria me- 
dirse, consideraremos primero la reaccion mas sencilla posible, la conversion 
irreversible de la sustancia A en la sustancia B: 

A ► B 

La flecha unidireccional significa aqui que la reaccion inversa (B — ► A) tiene 
lugar tan solo en un grado infinitesimal; esto es, el estado de equilibrio esta muy 
desplazado hacia la derecha. 
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Podemos definir la velocidad de reaccion ( V), en un momento dado, como 
la velocidad de formacion del producto, en este caso B: 



dt 



( 11 . 1 ) 



Las unidades de V son moles por litro por segundo (mol/L)s _1 , si [B] indica la 
concentracion molar de B. Si observamos que por cada molecula de B que se 
forma debe desaparecer una molecula de A, es evidente que V puede escribirse 
tambien de la siguiente forma 



v=-^± 

dt 



( 11 . 2 ) 



La transformacion de cada molecula de A en B es un fenomeno independiente. 
Asi pues, a medida que se consumen las moleculas de A, se reduce el numero de 
moleculas que quedan para transformarse, y la velocidad disminuye a medida que 
la reaccion se va produciendo (vease la Figura 11.1a). Matematicamente, expre- 
samos este hecho afirmando que la velocidad de reaccion es proporcional a [A] : 



dt 



tf[A] 

dt 



- ^i[A] 



(11.3) 



La constante Aq, se denomina constante de velocidad y para esta reaccion tiene 
unidades de (scgundos)" '. La constante de velocidad proporciona una medida 
directa de la rapidez con la que se produce la reaccion. Una Aq grande indica que 
la reaccion es rapida, y una /q pequena indica una reaccion lenta. Esta reaccion 
se denomina reaccion de primer orden, ya que su velocidad depende de la pri- 
mera potencia de la concentracion del reactante. 

Si queremos demostrar que una reaccion es de primer orden o deseamos 
medir la constante de velocidad, resulta mas comodo disponer de una ecuacion 
que describa la manera en la que se modifica la concentracion de A con el 
tiempo durante la reaccion. Esta description puede obtenerse mediante la in- 
tegration de la ecuacion (11.3): 



Una reaccion de primer orden es 
aquella cuya velocidad es 
directamente proporcional a la 
primera potencia de la concentracion 
del reactante. 



[A] 

[A] 0 



d ln[A] = -k. 




In 



[A] 

[A]o 



= ~/qf 



(11.4a) 

(11.4b) 



es decir 



■M. _ e -v 


(11.4c) 


[A]o 





en donde [A] 0 es la concentracion de partida, cuando t= 0. La ecuacion (11.4c) 
nos indica que la concentracion de A disminuye de manera exponencial con el 
tiempo, como se observa en la Figura 11.1a. Una caracteristica de este descen- 
so exponencial es la semivida ( t 1/2 ), el tiempo necesario para que se pierda la 
mitad de cualquier cantidad que quede (Figura 11.1a). La semivida es inversa- 
mente proporcional a /q (vease el Problema 1). Para comprobar si una reaccion 
es realmente de primer orden, basta con realizar un grafico de In [A] frente a t, 
como se muestra en la Figura 11.1b. Una linea recta confirma la ecuacion 
(11.4b); la pendiente da (-Aq). Otro procedimiento es el que se muestra en la 
Figura 11.1c y d. Se mide la velocidad inicial de la reaccion para distintos valo- 



Una reaccion de primer orden se 
caracteriza por la descomposicion 
exponencial del reactante. 
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FIGURA 11.1 

Determination del orden y de la constante de velocidad de una reaction irreversible de primer orden. Los graficos (a) y (b) 
analizan la velocidad de una sola reaccion en todo su curso, expresando el tiempo como multiplos de la semivida (t 1/2 ) del reactante. Observese 
que para cada intervalo de t 1/2 , la concentration del reactante se reduce a la mitad. Los graficos (c) y (d) analizan las velocidades iniciales de la 
reaccion a distintas concentraciones de partida. (a) Un grafico de [A] frente a t muestra que la velocidad, definida como la pendiente de la Ifnea, 
disminuye a medida que progresa la reaccion. (b) Un grafico de ln[A] frente a t, cuando es lineal, indica que la reaccion sigue la ecuacion (1 1 ,4b) 
y, por tanto, es de primer orden. La pendiente de esta Ifnea (dln[A]/dt) es igual a -Jq. (c) La velocidad de reaccion inicial se determina para tres 
valores de [A] 0 . (d) Las tres velocidades iniciales determinadas en (c) se representan graficamente en funcion de [A] 0 . Si las velocidades iniciales 
son proporcionales a [A] 0 , y se obtiene una Ifnea recta, la reaccion es de primer orden. La pendiente de la recta es <q. 



res de la concentracion inicial, [A] 0 , y se representan estas velocidades iniciales 
frente a [A] 0 . Si la velocidad inicial es proporcional a [A] 0 , la reaccion es de pri- 
mer orden. La constante de velocidad k x puede determinarse a partir de la pen- 
diente de una grafica de la velocidad inicial frente a [A] 0 . El ejemplo mas comun 
de una reaccion de primer orden es la desintegracion de los elementos radiac- 
tivos. 

La mayoria de los procesos bioquimicos no pueden describirse en todo su 
curso mediante ecuaciones tan sencillas como la (11.4). Una de las razones es 
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que muchas de las reacciones y procesos que encontramos son reversibles, es de- 
cir, el equilibrio no esta muy desplazado hacia un lado, y al ir acumulandose el 
producto, la reaccion inversa pasa a ser importante. Asi, por ejemplo, podemos 
tener una reaccion como la siguiente: 

[A] ^ [B] 

k - 1 

Dado que A se consume en la reaccion que se produce hacia la derecha y se for- 
ma en la reaccion que va hacia la izquierda, la correspondiente ecuacion de 
velocidad es 



-V= = -/g[A] + k_i[B] (11.5) 

dt 

En este caso, k x y fc_i son las constantes de velocidad para las reacciones de 
primer orden hacia delante y a la inversa. Una reaccion de este tipo se dirige ha- 
cia un estado de equilibrio, en el cual las velocidades de las reacciones hacia de- 
lante y a la inversa se hacen iguales, con lo que la velocidad global es cero. 
Entonces, 



0 = -A--|[A] eq + /r--|[B] eq 



(11.6a) 



es decir 



^sa. = -^- = K (11.6b) 

[A] eq fc-i 

en donde K es la constante de equilibrio. Para una reaccion reversible que sea de 
primer orden en ambas direcciones, la constante de equilibro es siempre la re- 
lation de las constantes de equilibrio hacia delante y a la inversa. 

Reacciones de segundo orden 

Las reacciones que hemos descrito hasta ahora son de primer orden, es decir, 
implican cambios que ocurren en las moleculas individuales. Pero muchas reac- 
ciones bioquimicas son mas complejas, e intervienen en ellas los encuentros en- 
tre moleculas. Una reaccion de segundo orden se da siempre que dos molecu- 
las han de entrar en contacto para formar productos. Un ejemplo sencillo es 



2A 



A 2 



La velocidad de esta reaccion es proporcional a la segunda potencia de la con- 
centration del reactante, ya que la reaccion solo puede producirse cuando co- 
lisionan dos moleculas: 



v= ~tiA] 
dt 



= -MA ] 2 



(11.7) 



La velocidad de una reaccion de 
segundo orden es proporcional a la 
segunda potencia de la concentracion 
del reactante. 



en donde k 2 es la constante de velocidad de segundo orden. Tiene dimensiones 
de (mol/L) _1 s _1 . La obtencion de una expresion integrada para la concentracion 
en funcion del tiempo, a partir de la ecuacion (11.7), no es dificil; la dejaremos 
como ejemplo para el Problema 7. 

Se producen otros tipos de reacciones mucho mas complicadas, como los 
procesos complejos con multiples pasos. No entraremos en su cinetica en este 
momento aunque veremos que las reacciones catalizadas por enzimas, cuando 
se analizan con detalle son generalmente mas complicadas que las que se han 
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ENZIMAS: CATALIZADORES BIOlOGICOS 



Las barreras de las reacciones quimicas 
se producen debido a que una 
molecula de reactante debe pasar por 
un estado de transicion de energia 
elevada para formar los productos. 

Esta barrera de energia libre se 
denomina energia de activacion. 



descrito anteriormente. No obstante, a menudo el analisis de los esquemas de 
reacciones complejas puede simplificarse mediante la identification de un paso 
limitante de la velocidad. Este concepto debe resultar familiar a todo aquel 
que se haya encontrado con obras de reparation en la autopista o trata de em- 
barcar por la puerta de un aeropuerto en un vuelo concurrido: el paso mas len- 
to de un proceso de multiples pasos puede determinar cuanto dura todo el 
proceso en conjunto. 

ESTADOS DE TRANSICION Y VELOCIDADES DE REACCION 

Nuestra principal pregunta es: £que determina la velocidad de una reaction 
quimica? Es decir, ^que hace que una constante de velocidad sea alta o baja? 
La termodinamica no aporta information acerca de las velocidades. Si dibu- 
jamos un diagrama de energia libre para una reaction favorable basandonos 
en la termodinamica solamente, obtendremos una imagen como la de la Figu- 
ra 11.2a. Representamos aqui la energia libre del sistema frente a la coordena- 
da de reaction, una medida generalizada del progreso de la reaction a traves de 
los estados intermedios. Su signifrcado fisico diferira de una reaction a otra 
(como comentaremos mas adelante). Podemos ver que la energia libre del es- 
tado estandar de los productos de esta reaction es inferior a la de los reactantes. 
Sin embargo, lo que puede ser mas importante para determinar la velocidad de 
reaction es lo que ocurre en la transicion desde los reactantes a los productos. 
Las medidas de equilibrio, que corresponden a los estados final e initial, no des- 
cubren ninguna information acerca de la transicion o de la barrera que presenta 
la transicion. 

Una molecula que interviene en una reaction de primer orden solo alcanza 
ocasionalmente un estado energetico en el que puede producirse el proceso; de 
lo contrario, todas las moleculas habrian reaccionado ya. Esta observation su- 
giere que tan solo una fraction de las moleculas, que estan suficientemente ac- 
tivadas, puede sufrir la reaction. De forma analoga, en una reaction de segun- 
do orden no todos los encuentros entre los reactantes pueden ser productivos, 
puesto que algunas colisiones pueden no ser lo suficientemente energeticas, o las 
moleculas que colisionan pueden no estar adecuadamente orientadas unas res- 
pecto a otras para reaccionar. Estas consideraciones han dado origen a la idea de 
una barrera de energia libre para la reaction, y al concepto de un estado acti- 
vado o estado de transicion (simbolizado con *). Se cree que el estado de tran- 
sition es una fase a traves de la cual deben pasar la molecula o las moleculas que 
reaccionan, a menudo, de una forma en que la molecula esta tensionada o dis- 
torsionada o tiene una estructura electronica determinada, o en que las mole- 
culas colisionan adecuadamente. Para concretar la idea del estado de transicion, 
en el diagrama de la Figura 11.2b, se presenta la energia libre en funcion de la 
coordenada de reaction. Este concepto es algo abstracto, pero en la Figura 11.2c 
presentamos un ejemplo sencillo y concreto, la conversion bote — *- silla de un 
anillo de piranosa (vease el Capitulo 9, paginas 321-323). La coordenada de re- 
action en este caso es simplemente el angulo 0. Tanto el estado initial (bote) 
como el estado final (silla) son estados con una energia menor que la del esta- 
do mas tensionado y aplanado (estado de transicion). El anillo debe pasar a tra- 
ves del estado de semi-silla, que es un estado de transicion de energia elevada 
para realizar la conversion. 

La energia libre estandar de activacion, AG 0 *, corresponde a la energia libre 
adicional (por encima de la energia libre promedio de las moleculas de reac- 
tantes) que han de alcanzar las moleculas para llegar al estado de transicion. 
Sabemos que en cualquier muestra o disolucion, no todas las moleculas tienen 
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FIGURA 11.2 

Diagramas de energia libre para la 
reaccion simple A ^ B. (a) Informacion 
proporcionada por los estudios termodinamicos 
del equilibrio: tan solo aparece la diferencia de 
energfa libre entre el estado inicial y el final. C A 
y G b representan las energfas libres promedio por 
mol de moleculas de A y B. AG° es el cambio de 
energfa libre de estado estandar para la 
reaccion. (b) Diagrama de energfa libre 
completado para incluir el estado de transicion 
(*) a traves del cual debe pasar la molecula para 
ir de A a B, o viceversa. AGi* indica la energfa 

de activacion de la transicion A ► B. AG° d 

es para la transicion B *■ A. (c) Vfa 

razonable para la transicion de una piranosa 
(como la glucosa) de la conformacion de bote 
(1) a la de silla (3). El estado de maxima 
energfa, estado de transicion, tendra un aspecto 
similar al de (2). 



la misma energfa en todo momento. Si la barrera para la reaccion es alta, solo 
una pequena fraccion de las moleculas tendra la energfa suficiente para supe- 
rarla, o solo una pequena fraccion de las colisiones sera suficientemente ener- 
getica. Si suponemos que las moleculas del reactante A estan en equilibrio en- 
tre el estado inicial y el estado activado, la concentracion de las moleculas 
activadas en cualquier momento vendra dada por la ecuacion (3.25) que se ha 
presentado en la pagina 81 para un equilibrio qufmico ( K = e~ AG ° ,RT ). Si [A]* 
representa la concentracion de moleculas que tiene la energfa de activacion y 
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FIGURA 11.3 



Prueba de la ecuacion de Arrhenius. Se 

representa el logaritmo de la constante de 

velocidad de la reaccion L-malato ► 

fumarato + H 2 0 frente a la inversa de la 
temperatura absoluta (en kelvin). Se obtiene 
una Ifnea recta, tal como predice la ecuacion 
(11.11). Se muestra la temperatura en grados 
centfgrados en la escala de la parte superior. 
Observese la fuerte dependencia de la 
velocidad respecto a la temperatura: el 
aumento de la temperatura en 10 grados 
produce un incremento de la velocidad de casi 
3 veces. 



[A] 0 la concentracion total, podemos escribir la constante de equilibrio 
I A | */ 1 A | Q de la forma habitual como funcion de la energla de activacion AG 0 *: 

[A]* = [A] 0 e- AG °* /flr (11.8) 

Una vez que una molecula ha sido activada al estado de transicion, puede pasar 
a cualquiera de los lados de la barrera, volviendo al lado del reactante o avan- 
zando al lado del producto. Tan solo las moleculas que alcanzan el estado de 
transicion disponen de esta posibilidad por lo que la constante de velocidad para 
una reaccion quimica debe ser proporcional a la poblacion del estado de tran- 
sicion, como se expresa en la ecuacion (11.8): 



k = Qe- AG ° tlRT (11.9) 

El factor Q, que tiene unidades de s -1 , representa la frecuencia del paso hacia el 
lado del producto. A veces es mas util razonar en terminos de entalpla de esta- 
do estandar y entropla de activacion (A H°*, AS 0 *). Dado que A G°* = AfT°* 
= TAS°*, la ecuacion (11.9) puede escribirse tambien de la siguiente forma: 

k = Qe AS ° t/R ■ e - AH ° t/RT = (11.10) 

en donde Q' es una constante igual a Qe AS °* /R denominada termino preexponen- 
cial. Es de prever que AH°* sea siempre positivo, por lo que la ecuacion (11.10) 
(denominada ecuacion de Arrhenius) nos indica que las reacciones deben pro- 
ducirse con mayor velocidad a temperaturas mas altas. La ecuacion (11.10) 
puede escribirse tambien de la siguiente forma, tomando logaritmos neperianos 
a ambos lados de la expresion, 

In k = In O' - AH°*IRT (11.11) 

En consecuencia, un grafico de In k frente a 1/T debe ser una llnea recta, y su 
pendiente debe permitir la determinacion experimental de AfT°*. La Figura 
11.3 es caracterlstica de los resultados obtenidos en muchas reacciones y es 
una prueba de que la ecuacion (11.10) es correcta, al menos en la forma. 

Resulta especialmente importante observar que la barrera de energla se 
opone a la reaccion en ambus direcciones. Observese que en la Figura 11.2b he- 
mos incluido las barreras AG°* y AG 0 !* para la direction hacia delante y a la in- 
versa, respectivamente. Como establecimos en la ecuacion (11.6b), la constan- 
te de equilibrio para una reaccion de primer orden reversible viene dada por 
K= kjk_ i. Elio concuerda por complete con la ecuacion (11.9), puesto que se- 
gun esta ecuacion: 



K = 



Q e -AG°i*/RT 

Q e -AG°-plRT 



= e -(AG°p 



A G°-^)/RT 



( 11 . 12 ) 



La diferencia (AG°* - AG°!*) puede observarse en la Figura 11.2b que es igual 
a AG°, el cambio de energla lib re global para el proceso tal como se ha escrito. 
As! pues, la ecuacion (11.12) proporciona la relation existente entre K y A G° 
que se da en la ecuacion (3.25) (pagina 81): 

K=e -AG°/RT (11.13) 



Estos resultados indican directamente por que la propia constante de equilibrio 
K no nos informa acerca de las velocidades de los procesos, ya que depende tan 
solo de la diferencia de energla libre entre los estados final e inicial y no pro- 
porciona informacion acerca de la altura de la barrera entre estos estados. 
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LO QUE HACE UN CATALIZADOR 

Un catalizador reduce la barrera de energia para una reaction, con lo que au- 
menta la fraction de moleculas que tienen la energia suficiente para alcanzar el 
estado de transition y hacer que la reaccion vaya mas rapida en ambas direc- 
ciones. Sin embargo, la presencia de un catalizador no tiene efecto alguno sobre 
la position de equilibrio, puesto que la diferencia en las magnitudes de la barrera 
en las dos direcciones es exactamente la misma en presencia o no del cataliza- 
dor (Figura 11.4). Asi pues, A G° no se modifica por un catalizador, como tam- 
poco K, que es igual a kjk^, a pesar de que tanto k x como k_i pueden ser mi- 
les o millones de veces superiores a lo que eran para el proceso sin catalizar. 

Nos preguntamos ahora como reduce el catalizador la barrera de energia li- 
bre. Para responder a esta pregunta, examinemos AG 0 * con algo mas de detalle. 
Dado que AG 0 * = A H°* - TAS°*, la necesidad de una mayor cantidad de ener- 
gia (un valor de A H°* muy positivo) o una conformation muy improbable del 
estado de transition (un AS°* muy negativo) haran que AG°* sea grande y po- 
sitivo, y, por tanto, que la reaccion sea lenta. La contribution de la energia es fa- 
cil de ver. Con mucha frecuencia, la molecula o moleculas reactivas deben pa- 
sar por estados de tension o distorsion que requieren energia para que la 
reaccion se produzca (para un ejemplo, vease la Figura 11.2c). A veces el cata- 
lizador puede reducir esta necesidad de energia forzando a la molecula de reac- 
tante a un estado intermediario que se parece al estado de transition pero que 
es de menor energia debido a la energetica favorable de la union al catalizador 
(Figura 11.5). El resultado es que dos barreras de energia de transition muy ba- 



Los catalizadores actuan disminuyendo 
la energia de activacion. 



La presencia de un catalizador 
aumenta las velocidades directa e 
inversa, pero no afecta el equilibrio 
que se alcanza. 




FIGURA 11.4 

Efecto de un catalizador sobre la energia 
de activacion. Hemos representado aquf el 
mismo diagrama de energia libre que en la 
Figura 1 1 ,2b, pero indicando una via 
alternativa catalizada (en rojo) para la reaccion. 
El catalizador reduce la energia libre estandar 
de activacion, AG 0 *, con lo que hay mas 
moleculas de reactante que poseen la energia 
necesaria para alcanzar el estado de transicion 
disminuido. 




FIGURA 11.5 

Importancia de los estados 
intermediarios. Es frecuente que un 
catalizador (como una enzima) una el sustrato 
en una conformacion intermediaria que se 
asemeja al estado de transicion pero que tiene 
una energia inferior. Las energias de activacion 
de la formacion del estado intermediario y de 
la conversion del intermediario en el producto 
(AGf* y AGf*, respectivamente) son menores 
que la energia de activacion de la reaccion no 
catalizada (vease la Figura 1 1 .2). En esta figura 
tan solo se indican las energias de activacion 
para la reaccion directa (A *- B). 
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La proximidad y la 
orientacion favorecen la 
formacion del estado de 
transicion (menor ■ 



La union fuerte 
del estado de 
transicion disminuye 
AH * 




jas sustituyen a la unica barrera mas alta. Distinguimos este estado intermedia - 
rio del estado de transicion por el hecho de que el primero corresponde a un 
minimo de energia libre, y el segundo a un maximo de energia libre. Un estado 
intermediario es un estado metaestable de la molecula. 

El termino de entropia en la energia libre de transicion refleja el hecho de 
que puede ser necesaria una determinada orientacion entre los reactantes o 
partes de una molecula para que se pase al estado de transicion. Asi, por ejem- 
plo, cuando se producen colisiones entre moleculas (como en una reaccion de 
segundo orden), la mayoria de los encuentros no son productivos, ya que las 
moleculas estan orientadas de una forma inadecuada cuando colisionan. Un ca- 
talizador que pueda unir dos moleculas reactantes en la orientacion mutua 
adecuada aumentara su reactividad haciendo que la entropia de la activacion sea 
menos negativa (Figura 11.6). En una reaccion de primer orden, que implica 
que sucede algo en el interior de una unica molecula, partes de la molecula de- 
ben orientarse de la forma adecuada para permitir que se alcance el estado de 
transicion. Esta orientacion forma parte de lo que consigue un catalizador. 
Como una matriz externa, puede forzar a las moleculas o a partes de las mole- 
culas a la conformacion que favorece la reaccion. Examinaremos ahora la forma 
en que los catalizadores biologicos, o enzimas, llevan a cabo estas funciones. 

Como actuan las enzimas como catalizadores: 
principios y ejemplos 



Producto (liberado)- 




FIGURA 11.6 

Factores entropicos y entalpicos en la 
catalisis. En este ejemplo, dos reactantes se 
unen a una enzima, que asegura su 
orientacion mutua correcta y su proximidad, y 
los une de manera muy fuerte cuando estan 
forzados en el estado de transicion. 



La hipotesis del ajuste inducido 
establece que una enzima induce a 
una molecula de sustrato unida a 
adoptar una conformacion parecida al 
estado de transicion. 



PRINCIPIOS GENERALES: EL MODELO DEL AJUSTE INDUCIDO 

Hemos visto que el papel de un catalizador consiste en reducir el valor de AG 0 * 
al facilitar la formacion del estado de transicion o un estado similar a este. Una 
enzima une una molecula de sustrato (o, en algunos casos, varios sustratos) en 
una region de la enzima denominada lugar activo, como se muestra esquema- 
ticamente en la Figura 11.7. El lugar activo es con frecuencia un bolsillo o una 
hendidura rodeada por cadenas laterales de aminoacidos que facilitan la union 
del sustrato y por otras cadenas laterales que intervienen en la catalisis. La 
compleja estructura terciaria de las enzimas hace posible que en este bolsillo se 
ajuste el sustrato de manera muy estrecha, lo cual explica la extraordinaria es- 
pecificidad de la catalisis enzimatica. Esta posibilidad fue reconocida ya en 
1894 por el gran bioquimico aleman Emil Fischer, que propuso la hipotesis de la 
cerradura y la Have para explicar la accion enzimatica. Segun este modelo, la en- 
zima acomoda el sustrato especifico de la misma manera que la cerradura lo 
hace con su Have especifica (Figura 11.7a). Aunque el modelo de la cerradura y 
la Have explicaba la especificidad enzimatica, no permitia aumentar nuestra 
comprension de la catalisis en si, ya que una cerradura no hace nada a su Have. 
Este entendimiento vino a partir de un perfeccionamiento de la idea de Fischer: 
lo que se ajusta mejor al lugar activo de la enzima es una molecula de sustrato 
a la que se induce a adoptar una configuration que se aproxima al estado de 
transicion. En otras palabras, la enzima no acepta simplemente al sustrato, sino 
que tambien exige que el sustrato se distorsione a algo cercano al estado de tran- 
sicion. Esta hipotesis del ajuste inducido propuesta por Daniel Koshland en 1958, 
contimia siendo el modelo mas aceptado para la catalisis enzimatica. 

Tal como se contempla en la actualidad, el ajuste inducido implica la dis- 
torsion de la enzima, asi como la del sustrato (Figura 11.7b). Esta distorsion 
puede ser local o puede comportar un cambio importante de la conformacion 
de la enzima. Una vision grafica de esta distorsion puede observarse con la en- 
zima hexoquinasa, que cataliza la fosforilacion de la glucosa a glucosa-6-fosfa- 
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(a) Modelo cerradura-llave 




(b) Modelo del ajuste inducido 




Conformacion del estado 



de transicion 



FICURA 11.7 

Dos modelos de la interaccion enzima- 
sustrato. En este ejemplo, la enzima cataliza 
una reaccion de fragmentacion. (a) Modelo de 
cerradura-llave. En este primer modelo, el lugar 
activo de la enzima ajusta el sustrato de la 
misma manera que una cerradura a una Nave, 
(b) Modelo del ajuste inducido. En este 
perfeccionamiento del modelo de cerradura- 
llave, tanto la enzima como el sustrato sufren 
una distorsion al unirse. Se fuerza al sustrato a 
adoptar una conformacion que se aproxima al 
estado de transicion; la enzima mantiene el 
sustrato en tension. 




FIGURA 11.8 



to en el primer paso de la ruta metabolica denominada glucolisis (vease el 
Capitulo 13). La estructura de esta enzima se ha determinado mediante difrac- 
cion de rayos X en ausencia de glucosa, y cuando esta ligada la glucosa. Como 
indica la Figura 11.8, la union de la glucosa hace que dos dominios de la enzi- 
ma se plieguen uno hacia el otro, con lo que se cierra la hendidura del lugar de 
union alrededor del sustrato. 

Pero las enzimas hacen algo mas que distorsionar o colocar simplemente sus 
sustratos. A menudo, encontramos cadenas laterales de aminoacidos especificos 
colocados en los lugares adecuados para facilitar el propio proceso catalitico. En 
muchos casos estas cadenas laterales son grupos acidos o basicos que pueden 
impulsar la adicion o eliminacion de protones. En otros casos, la enzima con- 
tiene un ion metalico en la posicion exacta para participar en la catalisis. Asi, 
una enzima (1) une el sustrato o sustratos, (2) reduce la energia del estado de 
transicion, y (3) impulsa directamente el acontecimiento catalitico. Cuando el 
proceso catalitico se ha completado, la enzima debe ser capaz de liberar el pro- 
ducto o productos y volver a su estado original, para estar preparada para un 
nuevo ciclo de catalisis. Para una enzima (E) que cataliza la conversion de un 



Cambio conformacional inducido en la 
hexoquinasa. La union de la glucosa a la 
hexoquinasa induce un cambio conformacional 
importante en la enzima. Esta es una unica 
cadena polipeptfdica, pero sus dos dominios 
principales se han sombreado de manera 
diferente para diferenciarlos. Observese como 
se cierra la hendidura existente entre los 
dominios alrededor de la molecula de glucosa. 



Una enzima une el sustrato o los 
sustratos, promueve la reaccion y 
libera el producto o los productos 
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La catalisis por la triosa fosfato 
isomerasa comporta el fomento y la 
estabilizacion de un intermediario 
enediol. 



unico sustrato (S) en un unico producto (P), la forma mas sencilla de escribir 
la reaccion global es en dos pasos: 

S + E ES 
ES *■ E + P 

en donde ES corresponde el complejo enzima-sustrato, en el que consideramos 
el sustrato unido a la enzima y en el estado de transition o proximo a el. Para 
mayor simplicidad hemos supuesto que, aunque la primera reaction (el paso de 
union) es reversible, la segunda (o paso catalitico), es irreversible. Veremos mas 
adelante que son posibles representaciones mucho mas complejas, con uno o 
mas estados intermediarios, pero las ecuaciones que se han indicado muestran 
la esencia del proceso y resaltan el papel catalitico de la enzima. 

Para ilustrar estos principios generates de una forma mas concreta, pasare- 
mos a dos reacciones especificas catalizadas por enzimas, en las que se com- 
prenden bien los detalles de la catalisis. Son tambien reacciones que hemos en- 
contrado ya y que encontraremos de nuevo mas adelante. 

TRIOSA FOSFATO ISOMERASA 

La enzima, muy estudiada, triosa fosfato isomerasa cataliza la interconversion 
del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), una 
reaccion que se produce a traves de un intermediario enediol: 
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Hemos considerado ya esta reaccion en el Capitulo 9, y en el Capitulo 13 vere- 
mos que constituye un paso importante de la glucolisis. Tal como hemos escrito 
la reaccion, el G3P se considera el sustrato, y la DHAP el producto. Pero tambien 
podriamos haber escrito la reaccion en el sentido contrario, con la DHAP como 
sustrato. El intermediario enediol es inestable, por cuanto normalmente tiene 
una energia libre mucho mas positiva que el G3P o la DHAP. Asi pues, para ca- 
talizar la reaccion, la enzima debe impulsar el intercambio de protones que 
forma el enediol y estabilizar este intermediario. 

El nombre que se da a esta enzima, triosa fosfato isomerasa (TPI, o TIM en 
las publicaciones mas antiguas), ilustra un principio general utilizado en la de- 
nomination de las enzimas. Aunque se indicaran mas tarde unas reglas mas 
complejas y especificas, observese que el nombre nos indica lo que hace la en- 
zima: isomeriza las triosas fosfato. El sufijo -asa se utiliza mucho para designar 
a las enzimas. Las estructuras de la triosa fosfato isomerasa y de su complejo con 
la DHAP se han determinado con detalle mediante el empleo de los metodos de 
difraccion de rayos X. La enzima activa es un dimero de dos subunidades iden- 
ticas. Cada una de ellas tiene la conformation que se indica en la Figura 11.9a: 
un cilindro f3 paralelo con helices cc en los bucles de interconexion. El lugar ac- 
tivo se encuentra cerca de la parte superior del cilindro y puede acomodar el 
G3P o la DHAP (Figura 11.9b). 

El lugar activo de la triosa fosfato isomerasa incluye un residuo de glutamato 
(Glu 165) y uno de histidina (His 95) que son esenciales para la funcion de esta 
enzima. A pH fisiologico, el glutamato esta cargado negativamente (por tanto, 
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FIGURA 11.9 

Triosa fosfato isomerasa. (a) Estructura 
de una de las dos subunidades del dfmero 
enzimaticamente activo. La estructura de 
cilindro p se indica con color gris, y la zona del 
lugar activo se indica con un drculo verde. (b) 
Imagen mas detallada del lugar activo de la 
enzima de la levadura, con DHAP unido. Los 
dos residuos mas cruciales para la reaccion son 
Clu 165 e His 95. 

(a) Cortesfa del Dr. J. S. Richardson; (b) T. C. Alber et al., Cold 
Spring Harbor Symp. Quant. Biol. (1987) 52:603. 



es basico) y ayuda a extraer el proton del carbono 2 del G3P. A1 mismo tiempo, 
la histidina actua como un grupo acido donador de protones (HA) para tras- 
ladar protones entre el grupo carbonilo del sustrato y el — OH de C-2. Asi 
pues, la reaccion parece que se produce de la siguiente forma: 






H 



1U \ II 

c— c — CH 2 0P0 3 2_ 
H H 



Glu 165 

* 



V 0H 

± * 



El G3P se une 
al lugar activo 



El intermediario enediol, DHAP unida al 

formado por la transferencia lugar activo 

del proton de C 2 al Glu 165, 
transfiere el proton H 95 
al carbonilo 



Observese lo que ocurre. En primer lugar, la enzima proporciona una “jaula” o 
lugar de union, en el que se mantiene el sustrato. De hecho, un bucle de 1 1 ami- 
noacidos (166 a 176) forma un “parpado” que se cierra sobre el sustrato atra- 
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pandolo y protegiendo al intermediario enediol. Si se elimina este bucle por una 
mutacion, la enzima mutante tiende a perder el enediol, que posteriormente se 
desfosforila para dar el metilglioxal muy toxico. De esta manera, el bucle es fun- 
damental para el funcionamiento seguro de la enzima en el organismo. La efi- 
cacia catalitica de esta enzima mutante se reduce por un factor de 10 5 . En se- 
gundo lugar, la presencia de Glu 165 e His 95 en las posiciones exactamente 
correctas favorece el intercambio de protones, que es esencial para la formacion 
del estado intermediario. La importancia de una colocacion correcta se ha de- 
mostrado tambien mediante mutagenesis de lugar dirigida. Se ha sustituido el 
Glu 165 por Asp, que aporta el carboxilo tan solo 0.1 nm mas alia del sustrato. 
Este cambio reduce la velocidad catalitica por un factor de 1000. Tanto los fac- 
tores de entropia (posicionamiento) como de entalpia (estabilizacion) inter - 
vienen en la reduccion de la barrera de energia libre de la reaccion. Asi pues, po- 
demos comprobar que la catalisis de la conversion de G3P en DHAP es algo mas 
complicada que el sencillo esquema de catalisis enzimatica que se presento an- 
tes. Una descripcion minima de esta reaccion requiere que escribamos: 



E + G3P 


E - G3P 


Union de G3P 


E • G3P 


E-ed 


Conversion en enediol 


E • ed 


E • DHAP 


Conversion en DHAP 


E - DHAP 


E + DHAP 


Liberacion de DHAP 



La reaccion se ha estudiado con bastante detalle, y se han determinado las ba- 
rreras de energia libre de los pasos individuales. Como se muestra en la Figura 
11.10, la presencia de la enzima da lugar a varias barreras de baja energia en vez 
de la barrera mucho mas alta que existiria sin la enzima. 

SERINA PROTEASAS 

Como segundo ejemplo, consideremos la catalisis de la hidrolisis del enlace 
peptidico por una de las serina proteasas. Esta importante clase de enzimas in- 
cluye la tripsina y la quimotripsina, que hemos visto ya en el Capitulo 5. Estas 



FIGURA 11.10 

Barreras de energia libre para la reaccion 

G3P *• DHAP. El diagrama compara las 

barreras de energfa libre que existen para la 
conversion del C3P en DHAP con tres 
catalizadores diferentes. Las barreras se han 
dibujado esquematicamente, ya que no 
conocemos sus formas exactas. Los valores 
relativos de la constante de velocidad se 
indican entre parentesis. Lfnea negra: reaccion 
catalizada a pH 7 por una base organica 
simple. Lfnea roja: la reaccion esta catalizada 
por la triosa fosfato isomerasa (TPI) de tipo 
"natural" (normal). Lfnea azul: reaccion 
catalizada por una triosa fosfato isomerasa 
mutante en la que se ha eliminado en parte el 
"parpado". Observese la disminucion de la 
estabilizacion del complejo enzima enediol en 
el caso de la enzima mutante. 




Adaptado de J. Knowles, Nature (1991) 350:121-124. © 1991 
Macmillan Magazines, Ltd. 
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enzimas se denominan proteasas porque catalizan la hidrolisis de los enlaces 
peptldicos en los polipeptidos y las protemas. Existen muchos tipos de protea- 
sas, que presentan una amplia gama de especificidades de sustrato y utilizan di- 
versos mecanismos cataliticos. Las serina proteasas se distinguen porque todas 
ellas tienen un residuo de serina que desempena un papel crucial en el proceso 
catalitico. 

Cada una de las serina proteasas corta preferentemente una cadena polipep- 
tidica en el lado carboxilo de aminoacidos especificos. En la Tabla 5.4 (vease la 
pagina 155) se muestran algunos ejemplos de lugares de corte preferentes. Asi, 
por ejemplo, la tripsina corta preferentemente en el lado carboxilato de los re- 
siduos de aminoacidos basicos como la lisina o la arginina, mientras que la 
quimotripsina actua mas frecuentemente si un residuo hidrofobo (como la fe- 
nilalanina) se encuentra en esta position. Las serina proteasas hidrolizan tam- 
bien una amplia gama de esteres, hecho este que tiene poca importancia fisio- 
logica, pero que los bioquimicos utilizan en los estudios cineticos. 

La mayoria de las serina proteasas tienen unas estructuras tridimensionales 
semej antes y una relation evolutiva evidente. Las regiones del lugar activo de to- 
das las serina proteasas tienen diversos factores comunes. En concreto, siempre 
existe un residuo de aspartato, un residuo de histidina y un residuo de serina 
agrupados alrededor de la depresion del lugar activo. Estos residuos son Asp 102, 
His 57 y Ser 195 en la estructura de la quimotripsina que se muestra en la figu- 
re 11.11. Una cuarta caracteristica del lugar activo difiere de una serina protea- 
sa a otra. Se trata de un “bolsillo” que esta situado siempre cerca de la serina del 
lugar activo (figura 11.12). En la tripsina, este bolsillo es profundo y estrecho, 
con un carboxilato cargado negativamente en su parte inferior, lo cual permi- 



FIGURA 11.11 

Estructura de la quimotripsina. Los 

aminoacidos cruciales del lugar activo se 
indican en rojo y azul. El bolsillo del lugar 
activo se encuentra situado inmediatamente 
por debajo y a la derecha de la Ser 1 95. 



Carga 
sobre el — 
carboxilato 



Arginina 




e 



Tripsina 



Fenilalanina 



Residuos 

hidrofobos 




figura 11.12 

Bolsillos de los lugares activos de dos 
serina proteasas. Las caracterfsticas 
diferentes de los bolsillos de los lugares activos 
explican la distinta especificidad de las serina 
proteasas como la tripsina y la quimotripsina. 
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FIGURA 11.13 

Catalisis de la hidrolisis del enlace 
peptidico por la quimotripsina. En esta 
figura se muestran los pasos que se siguen en 
la ruptura de una cadena polipeptfdica 
catalizada por la quimotripsina. La zona 
indicada en marron corresponde a la enzima. 
La figura es muy esquematica y no representa 
la disposition espacial real de los atomos. 



te captar y mantener una cadena lateral larga y de carga positiva como la de la 
lisina o la arginina. En la quimotripsina, el bolsillo es mas ancho y esta recu- 
bierto de residuos hidrofobos para acomodar una cadena lateral hidrofoba, 
como la de la fenilalanina. Es la naturaleza de este bolsillo lo que da a cada se- 
rina proteasa su especificidad. 

La catalisis de la hidrolisis del enlace peptidico por una serina proteasa (qui- 
motripsina, en este ejemplo), se produce como se indica en la Figura 11.13. En 
primer lugar, la cadena polipeptidica que se rompe se une a la superfrcie enzi- 
matica (paso 1). La mayoria de los polipeptidos se unen de manera inespecifi- 
ca, pero la cadena lateral del residuo del lado N-terminal del enlace peptidico 
que se va a romper debe ajustarse al bolsillo del lugar activo. Este bolsillo defi- 
ne no solo la posicion del corte, sino tambien la estereoespecificidad de las seri- 
na proteasas. Si hubiera un aminoacido D en esta posicion, la cadena lateral se 





(N) 



Q El sustrato polipeptidico se une de forma 
no covalente con las cadenas laterales 
del bolsillo hidrofobo. 



^ Se transfiere H + desde Ser a His. 

El sustrato forma un estado de 
transicion tetraedrico con la enzima. 



e Se transfiere H + al fragmento C-terminal, 
que se libera por la ruptura del enlace 
C — N. El peptido N-terminal esta unido 
a traves de un enlace acilo a la serina. 




separado. 




- (N) 



de sustrato restante. De nuevo se forma 
un estado de transicion tetraedrico. 



transfiere de nuevo desde His a Ser, 
enzima vuelve a su estado inicial. 



y la 
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proyectaria en la direction incorrecta, alejandose del receptaculo. Las serina 
proteasas no cortaran, pues, cerca de los aminoacidos D. 

Esta union muy espedfica de un tipo concreto de aminoacido situa a la se- 
rina del lugar activo proxima al grupo carbonilo del enlace a romper. Los re- 
siduos de serina no suelen ser reactivos, pero este se encuentra en un entorno 
poco habitual, ya que esta muy proximo a His 57. El proton de la serina se 
transfiere al anillo de histidina (paso 2), dejando en la serina una carga nega- 
tiva. Normalmente, esta transferencia seria improbable debido a los p K a ele- 
vados de los grupos alcohol — OH, pero parece facilitarse por Asp 102, que, por 
su carga negativa, estabiliza la protonacion del anillo de histidina adyacente. La 
serina activada es un fuerte nucleofilo y puede atacar al carbonilo del sustrato, 
formando el estado de transition tetraedrico, que se muestra en el paso 2 de la 
figura. La ruptura del enlace peptidico (paso 3) se produce en este estado acti- 
vado, dan do un intermediario acilo-enzima en el que la parte N-terminal del 
sustrato polipeptidico se une de forma covalente a la enzima. La porcion C-ter- 
minal del polipeptido extrae el proton (que originalmente era el proton de la 
serina) de la histidina, para formar un nuevo grupo amino terminal. Esta par- 
te de la cadena del sustrato no esta unida por si misma de manera fuerte a la 
enzima. 

Hasta este punto, el H 2 0 no ha entrado en action, pero si lo hace ahora para 
desplazar la porcion C-terminal de la cadena y poster iormente romper el in- 
termediario acilo. En el paso 4, una molecula de agua se coloca entre el grupo 
acilo y la His 57; en el paso 5, se transfiere un proton a la His 57 y, a continua- 
tion, se une al intermediario acilo para formar un segundo estado de transition 
tetraedrico. Observese que este proceso es esencialmente una inversion de la for- 
mation del intermediario acilo initial, y que la molecula de agua desempena el 
papel de la parte liberada de la cadena polipeptidica. Por ultimo (paso 6), el pro- 
ton se transfiere desde la histidina de nuevo a la Ser 195, y se libera el resto de 
la cadena polipeptidica. La enzima vuelve a su estado original, y esta preparada 
para catalizar la hidrolisis de otra cadena. 

Una clave del mecanismo de la catalisis de las serina proteasas se encuentra 
en la estabilidad de los dos estados intermedios tetraedricos, que son muy se- 
mej antes a los estados de transition esenciales. ,;Por que son tan estables? Una 
posibilidad muy probable emerge de los estudios detallados de las estructuras de 
rayos X de los compuestos intermedios atrapados, que senalan que los protones 
amino del esqueleto de los residuos Ser 195 y Gly 193 pueden formar enlaces de 
hidrogeno con uno de los oxigenos del complejo tetraedrico. Este oxigeno es el 
que estaba en el carbonilo del sustrato, y el enlace de hidrogeno puede produ- 
cirse solo con la formation del estado tetraedrico. De esta forma, este enlace de 
hidrogeno estabiliza dichos intermediarios. 

La quimotripsina es un ejemplo excelente de la forma en que actuan las 
enzimas. Observese que son importantes para reducir la energia libre de acti- 
vation tanto la estabilizacion energetica de los estados activados como la colo- 
cation correcta de los reactantes. 

Habra observado que las dos enzimas que se han descrito con detalle, la trio- 
sa fosfato isomerasa y la quimotripsina, tienen ambas histidina y un residuo aci- 
do en su lugar activo, lo cual no es infrecuente, ya que la histidina es muy comun 
en los lugares activos debido a su facilidad para aceptar o donar protones a pH 
fisiologico. Los residuos como Glu, Asp, Lys y Arg son tambien participantes co- 
munes en las transferencias de protones y sirven frecuentemente para realizar 
enlaces electrostaticos con las moleculas de sustrato. Otros residuos, como serina 
y cistema, a veces tambien desempenan funciones importantes en los lugares ac- 
tivos de las enzimas. 



La catalisis de la ruptura del enlace 
peptidico por las serina proteasas 
comporta la estabilizacion de estados 
intermediarios tetraedricos. 
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Cinetica de la catalisis enzimatica 

En el apartado anterior, hemos descrito los detalles de los mecanismos de al- 
gunos ejemplos de reacciones catalizadas por enzimas. Se conocen otros muchos 
y este conocimiento es esencial en muchos aspectos de la medicina moderna, ya 
que ayuda a entender las situaciones patologicas y en el diseno de farmacos y 
tratamientos. ^De donde proceden estos conocimientos de los mecanismos? 
En gran parte de los analisis matematicos detallados de la cinetica enzimatica. 
De esta forma, es hacia esos analisis a los que nos dirigimos. 

VELOCIDAD DE REACCION PARA UNA REACCION SIMPLE 
CATALIZADA POR UNA ENZIMA: CINETICA DE MICHAELIS-MENTEN 

Hemos descrito detalladamente los mecanismos de dos reacciones catalizadas 
por enzimas. Estos ejemplos demuestran que la ecuacion minima para descri- 
bir una reaccion simple con un sustrato y un producto, catalizada por una en- 
zima es la siguiente: 



k-\ k 2 

E + S ES ► E + P 

k - 1 

Hemos supuesto que las condiciones son tales que hacen que la reaccion inver- 
sa entre E y P sea desdenable. La formacion catalitica del producto, con rege- 
neracion de la enzima, sera pues una reaccion simple de primer orden, y su ve- 
locidad vendra determinada unicamente por la concentracion de ES y el valor 
de k 2 . En consecuencia, podemos expresar la rapidez o velocidad de reaccion, 
definida como la velocidad de formacion de los productos, de la misma forma 
que hicimos en la ecuacion (11.3): 



V=k 2 [ES] (11.14) 

Si pudieramos medir V y [ES] para una enzima y sustrato especificos, ello nos 
proporcionaria la constante de velocidad k 2 para esa reaccion especifica. Sin em- 
bargo, [ES] generalmente no es una concentracion medible. Lo que si podemos 
medir son las concentraciones del sustrato (o producto) y la concentracion to- 
tal de la enzima, que debe ser la suma de la enzima libre y la enzima ocupada: 

[E], = [E] + [ES] (11.15) 

Enzima Enzima Enzima en el 

total libre complejo ES 

Asi pues, podremos expresar la velocidad, V, en funcion de la concentracion de 
sustrato [S] y la concentracion total de enzima [E] t . 

Podria pensarse, por la forma en que hemos escrito la reaccion, que E y S de- 
ben estar en equilibrio con ES, con una constante de disociacion de equilibrio K s : 



k -i = [E][S] 
[ES] 



(11.16) 



Esta es, normalmente, una suposicion incorrecta, pero en determinadas cir- 
cunstancias ( k 2 es mucho menor que /c_, ), esta aproximacion es valida. Se uti- 
lizo en los primeros intentos de resolver el problema de expresar la velocidad 
de reaccion. Pero no es aplicable de manera general, ya que E, S y ES no estan 
realmente en equilibrio, pues parte de ES se extrae de manera continua para 
producir P. Un analisis que evita la suposicion del equilibrio es el que presen- 
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taron G. E. Briggs y J. B. S. Haldane en 1925. El modelo de Briggs-Haldane se 
basa en el siguiente argumento. Cuanto mas ES haya, mas rapidamente se di- 
sociara ES en los productos, o volvera a dar lugar a los reactantes. En conse- 
cuencia, cuando se inicia la reaccion mezclando enzimas y sustratos, la con- 
centration de ES aumenta al principio, pero alcanza rapidamente un estado 
estacionario, en el que se mantiene casi constante. Este estado estacionario 
persiste hasta que se ha consumido la mayor parte del sustrato (Figura 11.14). 
Dado que el estado estacionario da cuenta de la casi totalidad del tiempo de 
reaccion, podemos calcular la velocidad de reaccion suponiendo unas condi- 
ciones de estado estacionario. Normalmente, medimos las velocidades linica- 
mente despues de que se haya establecido el estado estacionario, y antes de que 
[ES] haya cambiado mucho. Podemos expresar entonces la velocidad de la si- 
guiente forma. 

En el estado estacionario, las velocidades de formacion y degradation de ES 
son iguales. Por consiguiente, 

tit E][S] = /c i[ ES] + A 2 [ES] (11.17) 

Formacion a partir de Descomposicion en la Descomposicion en la 
la enzima y el sustrato enzima y el sustrato enzima y los productos 

que podemos reordenar de la forma siguiente 

[ES] = ( kl )[E][S] (11.18) 

Combinamos la relation de las constantes de velocidad de la ecuacion (11.18) 
en una sola constante, K M : 



K m = k ~' + kz (11.19) 

k - 1 

La ecuacion (11.18) puede volver a escribirse entonces como 

K M [ES] = [E][S] (11.20) 

En este punto, tenemos [ES] en terminos de [E] y [S]. Para introducir [E] t en la 
ecuacion, envez de [E],basta recordar de la ecuacion (11.15), que [E] = [E] t - 
[ES]. Introduciendo esta expresion en la ecuacion (11.20) obtenemos 

K m [ES] = [E] t [S] — [ES][S] (11.21) 

Si transferimos el segundo termino del lado derecho de la ecuacion al lado iz- 
quierdo y luego sacamos factor comun, obtenemos 

[ES] • (K m + [S]) = [E] t [S] (11.22) 

Con una reordenacion se puede pasar a 

[ES] = [E]t[S] (11.23) 

K M + [S] 

Por ultimo, si introducimos este resultado en la ecuacion (11.14), obtenemos lo 
que buscabamos, una expresion para V en funcion de [E] t y [S]: 



K g [E] t [S] 
K m + [S] 



(11.24) 



La hipotesis del estado estacionario 
establece que la concentracion del 
complejo enzima-sustrato se mantiene 
casi constante durante gran parte de 
la reaccion. 




pre-estacionario: estacionario: 

formacion de ES ES casi constante 

FIGURA 11.14 

Estado estacionario en la cinetica 
enzimatica. Para una reaccion simple 
catalizada por una enzima (E + S ES 

— *■ E + P), el grafico muestra la manera en 
que varfan a lo largo del tiempo las 
concentraciones de sustrato [S], enzima libre 
[E], complejo enzima-sustrato [ES] y producto 
[P], Tras un perfodo inicial muy breve, [ES] 
alcanza un estado estacionario en el que ES se 
consume con una velocidad aproximadamente 
igual a la de su formacion, de manera que 
d[ES]/dt = 0. Se han exagerado 
considerablemente las cantidades de E y ES para 
mayor claridad. Observese que [E] + [ES] = [E] t , 
es decir, la concentracion de enzima total, y 
que [ES] disminuye en realidad muy lentamente 
a medida que se consume el sustrato, mientras 
[E] aumenta en consonancia con ello. 
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Concentracion de sustrato, [S] 

figura 11.15 

Efecto de la concentracion de sustrato 
sobre la velocidad de reaccion. En este 
grafico, que representa la ecuacion (1 1 .26), se 
muestra la variacion de la velocidad de 
reaccion en funcion de la concentracion de 
sustrato, segun la cinetica de Michaelis- 
Menten. En el punto en que [S] = K M , la 
reaccion tiene exactamente la mitad de su 
velocidad maxima. Observese que es diffcil 
valorar la velocidad maxima a partir de los 
datos con el empleo de este grafico, puesto 
que se produce una aproximacion asintotica a 



■--V 12 

max' 



- [S] - 



La ecuacion (11.24) se denomina ecuacion de Michaelis-Menten y K M se llama 
constante de Michaelis, en honor de dos pioneras en el analisis de la cinetica en- 
zimatica, Leonor Michaelis y Maude Menten. Consideraremos en breve el sig- 
nificado de K M ; por el momento tengamos en cuenta dos puntos importantes. 
En primer lugar, puesto que K M es una relacion de constantes de velocidad 
para una determinada reaccion [vease la ecuacion (11.19)], es una caracteristi- 
ca de esa reaccion. Asi pues, una determinada enzima que actue sobre un sus- 
trato dado tiene una K M definida. En segundo lugar, de la ecuacion (11.20) 
puede verse que K M tiene unidades de concentracion. 

Consideremos ahora el grafico de V frente a [S] que se muestra en la Figura 
11.15. A concentraciones de sustrato elevadas, en que [S] es muy superior a K M , 
la reaccion se aproxima a una velocidad maxima, V m . ix , puesto que las mole- 
culas de enzima estan saturadas; todas las moleculas de enzima estan ocupadas 
con el sustrato y estan realizando el paso catalitico. Expresamos esta situacion 
matematicamente haciendo que [S] sea mucho mayor que K M en la ecuacion 
(11.24), de forma que LC M + [S] = [S]. Obtenemos la siguiente expresion para 
V - • 

v max* 



Wn«x = /fe[E]t (11.25) 

Asi pues, podemos expresar k 2 [ E] t en la ecuacion (11.24) como V m ^, y volver 
a escribir la ecuacion de Michaelis-Menten de la forma 

v = ' /m6x[S] (11.26) 

Km + IS] 

Esta es la forma en que mas la utilizaremos. 



EXPRESION DE LAS VELOCIDADES DE REACCION 
PARA LAS REACCIONES DE MULTIPLES PASOS 

Hemos deducido la ecuacion de Michaelis-Menten para la reaccion enzimatica 
simple de dos pasos que se da en la pagina 420. Sin embargo, esta ecuacion tam- 
bien puede utilizarse para describir procesos mas complicados en determinadas 
circunstancias. Consideremos la reaccion 

/Ci ko /(q 

E + S ES ► EP ► E + P 

R-i 

Una reaccion de multiples pasos como esta puede describirse mediante una 
ecuacion de la forma de la ecuacion de Michaelis-Menten, pero la k 2 de la ecua- 
cion (11.24) debe sustituirse por una constante mas general, a la que denomi- 
naremos fc cat : 



*cat[E] t [S] 

k m + [S] 



(11.27) 



La magnitud fc cat incorpora las constantes de velocidad de todas las reacciones 
entre ES y E + P. Para las reacciones de dos pasos que hemos considerado antes, 
fc cat = k 2 . Para reacciones mas complejas, A: cat es una combinacion de otras 
constantes de velocidad; su valor depende de los pasos del proceso que sean li- 
mitantes de la velocidad. (Vease el ejemplo de la pagina 427.) En cualquier 
caso, la ecuacion (11.26) se mantiene inalterada, si definimos V m4x = k cat [E] t . 
Dado que la definicion de fc cat incluye k 2 como un caso especial, utilizaremos fc cat 
en todas las ecuaciones posteriores, incluso para las reacciones mas sencillas. 



SIGN1FICADO DE K M , K cat Y K cat / K M 
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Las dos magnitudes que caracterizan a una enzima que obedezca la cinetica de 
Michaelis Menten son K M y k cat . ^Que significado tienen? La constante de 
Michaelis, K M , se suele asociar con la afinidad de la enzima por el sustrato. 

Esta relacion es cierta en el caso limitante, una reaccion de dos pasos en la que 
k 2 es mucho mas pequena que k_ v puesto que entonces la ecuacion (11.19) da 
lugar a K M = k_ 1 /k l = K s , la constante de equilibrio definida en la ecuacion 
(11.16). En estas circunstancias, un valor de K M elevado significa que /c_, es mu- 
cho mayor que k x , y la enzima se une al sustrato de forma muy debil. As! pues, 
cuando la velocidad de formacion del producto es baja, podemos interpretar K M 
como una medida inversa de la fuerza de union del sustrato. Pero un valor de k 2 
muy alto puede llevar tambien a una K M alta, como muestra la ecuacion (11.19). 

Podriamos decir que K M mide la tendencia de ES a disociarse en cualquier di- La constante de M i chae |i S/ k m , mide la 

reccion, en comparacion con su tendencia a formarse. Sin embargo, esta den- . . , , . . , . 

. ., r , T r i , . . ° , concentracion de sustrato a la que la 

mcion no es muy util, puesto que una K M elevada puede signmcar que el pro- . , . 

ducto se forma rapidamente (k 2 alta) o que el complejo se disocia rapidamente Ve ° CI 3 6 reaccion es max 

(/c_| alta). Tal vez la forma mas util de interpretar K M sea la que se muestra en 

la Figura 11.15, en la que se representa graficamente la ecuacion (11.26). Esta re- 

presentacion muestra que, para cualquier reaccion que siga la ecuacion de 

Michaelis -Menten, K M es numericamente igual a la concentracion de sustrato 

a la que la velocidad de reaccion ha alcanzado la mitad de su valor maximo. As! 

pues, K m es una medida de la concentracion de sustrato necesaria para que se 

produzca una catalisis efrcaz. Una enzima con una K M alta requiere una con- 

centracion de sustrato mayor para alcanzar una velocidad de reaccion dada, que 

una enzima con una K M baja, pero la misma fc cat . En la Tabla 11.1 se in dican los 

valores de K M para diversas enzimas importantes. 

La segunda constante, k cat , constituye una medida directa de la produccion 
catalitica de producto en condiciones optimas (enzima saturada). Las unidades 
de k cat son s -1 , por lo que el reciproco de k cat puede interpretarse como un tiem- 
po, el tiempo necesario para que una molecula de enzima “recambie” una mo- 
lecula de sustrato. Otra posibilidad es interpretar k cat como el numero de mo- 
leculas de sustrato recambiadas por molecula de enzima por segundo. As! pues, 
k cat se denomina a veces numero de recambio. En la Tabla 11.1 se indican al- 
gunos numeros de recambio caracterfsticos. 



tabla 11.1 Parametros de Michaelis-Menten para algunas enzimas, dispuestas por orden de eficacia creciente 
segun mide k cat /K M 



Enzima 

Quimotripsina 

Pepsina 

Tirosil-tRNA sintetasa 
Ribonucleasa 

Anhidrasa carbonica 

Fumarasa 



Reaccion catalizada 



Ac-Phe-Ala 




Ac-Phe + Ala 



h 2 o 

Phe-Gly A » ph e + Qiy 
Tirosina + tRNA *- tirosil-tRNA 

Citidina 2', 3' Citidina 3'- 

fosfato ciclico fosfato 

HC0 3 _ + H + ► H 2 0 + C0 2 



Fumarato 




malato 



K m (mol/L) 


^cat(s _1 ) 


k c JK M [(mol/L) 


i.5 x nr 2 


0.14 


9.3 


3 x nr 4 


0.5 


1.7 X 10 3 


9 X 10^ 4 


7.6 


8.4 X 10 3 


7.9 X l(r 3 


7.9 X 10 2 


1.0 X 10 5 


2.6 X 10 -2 


4 X 10 5 


1.5 X 10 7 


5 x i<r 6 


8 X 10 2 


1.6 X 10 8 
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Las enzimas indicadas en la Tabla 11.1 estan dispuestas en orden creciente de 
El numero de recambio k mide la re l ac i° n k cat /K M . Esta relacion se supone frecuentemente que es una medida 
velocidad del proceso cataTitico. de la eficacia enzimatica. Observese que proporcionan un valor k c JK M grande, 

tanto un valor grande de k cat (que significa un recambio rapido), como un va- 
lor pequeno de K M (que significa una afinidad elevada por el sustrato). 
Podemos obtener otra perspectiva del significado de k cat /K M teniendo en cuen- 
ta la situation que se da a concentraciones muy bajas de sustrato. En este caso, 
[S] « K m , y la mayor parte de la enzima esta libre, con lo que [E] t = [E], La 
ecuacion (11.27) pasa a ser entonces 



La relacion k cat /K M es una medida 
adecuada de la eficacia enzimatica. 



V=^7T- [E][S] (11.28) 

Asi pues, en estas circunstancias, la relacion k cat /K M se comporta como una 
constante de velocidad de segundo orden para la reaccion entre el sustrato y la 
enzima libre. Esta relacion es importante, ya que proporciona una medida di- 
recta de la eficacia y la especificidad de la enzima. Muestra lo que la enzima y el 
sustrato pueden realizar cuando se dispone de lugares enzimaticos abundantes, 
y permite una comparacion directa de la eficacia de una enzima respecto a dis- 
tintos sustratos. Supongamos que una enzima puede actuar sobre dos sustratos, 
A o B, presentes a concentraciones iguales. Entonces, en condiciones en las que 
los dos sustratos estan diluidos y compiten por la enzima, obtenemos 



Pa (WKmMEIIA] (W*m)a (112g) 

Pb (^cat/^M)B[E][B] Ucat/titiB 

En la Tabla 11.2 se indican los valores de k cat IK M para la quimotripsina con di- 
versos sustratos. Dentro del grupo mostrado, k cat /K M varia 1 millon de veces, lo 
cual indica la diversidad de preferencias de la enzima incluso para sustratos muy 
semejantes. A partir de estos datos queda bastante clara la preferencia para 
romper cerca de los residuos mas hidrofobos. 

Acabamos de ver que la proportion k cat /K M corresponde a la constante de 
velocidad de segundo orden para la combination enzima-sustrato cuando la 
concentration de sustrato es baja. Esta constante de velocidad tiene un valor 
maximo posible, que viene dado por la frecuencia con la que pueden colisionar 
las moleculas de enzima y sustrato. Una reaccion que alcanza esta velocidad se 
dice que es de “difusion limitada”: cada encuentro conduce a la reaccion, de for- 
ma que solo limita la velocidad la cantidad de encuentros moleculares. Si cada 
colision da lugar a la formation de un complejo enzima-sustrato, la teoria de la 
difusion predice que k cat /K M alcanzara un valor de aproximadamente 10 8 a 



0 . 



R 



H 3 C 



\ I 

c — NH — C 

/ I 

H 




o— ch 3 



Ester metilico 
de N-acetilaminoacido 



tabla 11.2 Preferencias de ia quimotripsina en la hidrolisis de varios 

esteres metilicos de N-acetilaminoacido, medidas por k cat /K M 



Aminoacido en el ester 


Cadena lateral del aminoacido 


[(mol/L) 


Glicina 


— H 


1.3 X 10 _1 


Norvalina 


— ch 2 ch 2 ch 3 


3.6 X 10 2 


Norleucina 


— ch 2 ch 2 ch 2 ch 3 


3.0 X 10 3 


Fenilalanina 


— CH „ — ft \ 


1.0 X 10 5 
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10 9 (mol/L) _1 s _1 (vease el Problema 4). Asi pues, una enzima que se aproxime 
a la eficacia maxima posible lo evidenciara con un valor de k cat /K M de este or- 
den. Como se indica en la Tabla 11.1, algunas enzimas, como la anhidrasa car- 
bonica y la fumarasa, se aproximan realmente a este limite. La triosa fosfato iso- 
merasa, que hemos estudiado ya, es otro ejemplo, con una k cat /K M = 2.4 X 10 8 
(mol/L) _1 s _1 . De hecho, se ha senalado que la triosa fosfato isomerasa es una en- 
zima casi perfecta que ha evolucionado hasta alcanzar casi la eficacia maxima. 
En apoyo de esta idea cabe citar la observacion de que las triosa fosfato isome- 
rasas de organismos tan distantes desde el punto de vista evolutivo como las le- 
vaduras y los vertebrados presentan muy pocas diferencias de estructura. Parece 
que esta enzima vital alcanzo casi la perfection en una fase temprana de la 
evolution y desde entonces se ha modificado poco. 



ANALISIS DE LOS DATOS CINETICOS: COMPROBACION 
DE LA ECUACION DE MICHAELIS-MENTEN 



Supongamos que queremos ver si una reaccion catalizada por una enzima sigue 
la ley de Michaelis-Menten [ecuacion (11.27)] y determinar las constantes K M 
y k cat . iComo podemos hacerlo? En primer lugar, necesitaremos alguna forma 
de seguir la formation de producto o el consumo de sustrato, para medir la ve- 
locidad de reaccion. 

En Herramientas de la Bioquimica 1 1 A se describen diversos metodos ana- 
liticos para la medida de velocidades. Debe destacarse una cuestion general: en 
principio podriamos mezclar simplemente la enzima y el sustrato y seguir los 
cambios de la concentracion de sustrato y de la velocidad de reaccion con el 
tiempo, como se muestra en la Figura 11.1a. A medida que se consume el sus- 
trato, la velocidad disminuye, hasta alcanzar finalmente el equilibrio. Pero la me- 
dida de la velocidad instantanea en momentos concretos durante la reaccion re- 
sulta dificil y en general inexacta. Habitualmente, resulta mas facil establecer una 
serie de experimentos, todos ellos con la misma concentracion enzimatica pero 
con distintas concentraciones de sustrato, y medir las velocidades initiates 
(Figura 11.1c). Puesto que conocemos con exactitud el valor de [S] inicial, y el 
cambio de [S] frente a t es casi lineal en las fases iniciales, pueden obtenerse da- 
tes exactos de V en funcion de [S]. 

Disponiendo de los datos de concentraciones y velocidades iniciales, jcomo 
podemos determinar K M y fc cat ? La mejor forma es reordenar la ecuacion 
(11.26), de manera que proporcione una grafica lineal. Hay varios tipos de gra- 
ficas posibles, pero la que se utiliza mas es una representacion doble inversa, 
tambien llamada representacion de Lineweaver-Burk (Figura 11.16). Si inver- 
timos simplemente los dos lados de la ecuacion (11.26), obtenemos 



Las formas mas adecuadas de 
determinar K M y k cat son con las 
representaciones de Lineweaver-Burk o 
de Eadie-Hofstee. 



es decir 



1 = K m + [S] = K m + [S] 

v tws] iws] iws] 




(11.30a) 



(11.30b) 



Asi pues, representando MV frente a 1/ [S] , debemos obtener una linea recta. 
Donde 1/ [S] = 0, [S] es infinitamente grande y la velocidad de reaccion se en- 
cuentra en su maximo. En consecuencia, podemos determinar 1 IV m&K a partir 
de la intersection de la recta con el eje MV. Teniendo V ni;ix y conociendo [E] t a 
partir de la concentracion en peso y del peso molecular de la enzima, podemos 




FIGURA 11.16 

Representation de Lineweaver-Burk. En 

este grafico doble inverso, se representa MV 
frente a 1/[S], segun la ecuacion (11.30b). 
Observese que una extrapolation lineal de los 
datos nos proporciona tanto V m ^ x como K m . 




W[S] 



FIGURA 11.17 

Representation de Eadie-Hofstee. Se 

representa V frente a 1//[S]; obtenemos V mix a 
(W[S]) = 0 y K m a partir de la pendiente de la 
recta. 



Las reacciones con varios sustratos son 
de diversas clases, segun el orden de 
union de los sustratos: aleatorio, 
ordenado o ping-pong. 
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calcular k cat mediante V mAx = fc cat [E] t . Para obtener K M , extrapolamos el grafi- 
co de Lineweaver-Burk hasta el punto hipotetico en que HV = 0, que nos da 

0= — — — + — — (11.31) 

tWS] 0 v mAx 

en donde [S] 0 indica el valor de [S] a 1/U= 0. Obtenemos entonces de la ecua- 
cion (11.31): 

1/[S] 0 = — 1/K m (11.32) 

Asi pues, la interseccion de la representacion de Lineweaver-Burk con el eje 
1/ [S] da -1 IK m . (Vease la Ligura 11.16.) De otra manera, podemos obtener 
K M /V max a partir de la pendiente. 

Una representacion de Lineweaver-Burk proporciona una forma rapida de 
comprobar el cumplimiento de la cinetica de Michaelis-Menten y permite evaluar 
con facilidad las constantes criticas. Como veremos, tambien permite discriminar 
los distintos tipos de inhibicion y regulacion enzimatica. Un inconveniente de la 
representacion de Lineweaver-Burk es que suele requerir una extrapolation lar- 
ga para determinar K M con la correspondiente incertidumbre del resultado. Por 
consiguiente, a veces se utilizan otras formas de representacion de los datos. Una 
alternativa es reordenar la ecuacion (11.26) de la siguiente forma 

V=V mAx - K m -^~ (11.33) 

y representar V frente a V7[S], que es la denominada representacion de Eadie- 
Hofstee (Ligura 11.17). 

REACCIONES CON MULTIPLES SUSTRATOS 

Hasta este punto, nuestro analisis de la cinetica enzimatica se ha centrado en 
reacciones simples, en las que una molecula de un solo sustrato se une a una en- 
zima y sufre la reaccion aqui. En realidad, estas reacciones son una minoria. La 
mayoria de las reacciones bioquimicas catalizadas por enzimas comportan la 
reaccion de dos o mas sustratos, a menudo con la formacion de multiples pro- 
ductos. Un ejemplo que ya hemos considerado es el de la proteolisis, en la que 
intervienen dos sustratos (el polipeptido y el agua) y dos productos (los dos 
fragmentos de la cadena polipeptidica rota). La fosforilacion de la glucosa, ca- 
talizada por la hexoquinasa, es otro ejemplo: los dos sustratos son la glucosa y 
el ATP, y los productos son la glucosa-6-fosfato y el ADP. 

Cuando una enzima une dos o mas sustratos y libera multiples productos, 
el orden de los pasos pasa a ser una caracteristica importante del mecanismo en- 
zimatico. Se reconocen varias clases principales de mecanismos para las reac- 
ciones con multiples sustratos. Los ilustraremos con ejemplos en los que se 
utilicen dos sustratos, SI y S2, y dos productos, Ply P2. 

Union aleatoria de los sustratos 

En la union aleatoria de los sustratos, cualquiera de los sustratos puede ser el 
primero en unirse a la enzima, aunque en muchos casos se favorecera la union 
inicial de uno de los sustratos, y su union puede promover luego la union del 
otro. La ruta general es 

S2 

bien SI E ' SI 

E E ■ SI • S2 » E + PI + P2 

S2 ^ E ■ S2 ^ 

SI 



o 



CINETICA DE LA CATAlISIS ENZIMATICA 



427 



La fosforilacion de la glucosa por el ATP, con participacion de la hexoquinasa 
como enzima, parece seguir un mecanismo de este tipo, aunque hay una cierta 
tendencia a que se una primero la glucosa. 

Union ordenada de los sustratos 

En algunos casos, un sustrato debe unirse antes de que un segundo sustrato pue- 
da unirse significativamente. Tenemos entonces 

SI S2 

E -A-*. E ■ SI -W E • SI • ► E + PI + 

Este mecanismo se suele observar en las oxidaciones de los sustratos por la co- 
enzima dinucleotido de nicotinamida y adenina (NAD + ), que se considerara 
poster iormente en este capitulo. 

Mecanismo “ping-pong” 

A veces la secuencia de sucesos de la catalisis es la siguiente. Se une un sustra- 
to, se libera un producto, entra un segundo sustrato y se libera un segundo 
producto. Por razones obvias, se denomina reaccion ping-pong: 

SI PI S2 P2 

E A— E-SI -A E* -W E* - E 

Aqui E* es una forma modificada de la enzima, que, a menudo, lleva un frag- 
mento de SI. Un buen ejemplo es la ruptura de una cadena polipeptidica por 
una serina proteasa, como la tripsina o la quimotripsina. Describimos el poli- 
peptido como S = A • B, en donde A y B indican las porciones C-terminal y N- 
terminal de la cadena a partir del punto de ruptura: 

S A H 2 0 B 

E A-*. e • S -4- E* - B A^». E* ■ B ■ H z O E 

Aqui E* • B y E* ■ B • H 2 0 indican los intermediaries covalentes acilo descritos 
en el tratamiento anterior (vease la Figura 11.13). 

UN EXAMEN MAS DETALLADO DE ALGUNAS 
REACCIONES COMPLEJAS 

jComo analizamos realmente el mecanismo de una reaccion compleja catalizada 
por una enzima y como determinamos las constantes de velocidad para los 
distintos pasos? Consideremos por ejemplo la ruptura de un sustrato por una 
serina proteasa como la quimotripsina. 

En primer lugar, observese que no podemos analizar el paso E* • B + H 2 0 
— *- E* • B ■ H 2 0. La concentration de agua es esencialmente fija en una diso- 
lucion acuosa y no es una variable. En consecuencia, bastara escribir la reaccion 
de la forma siguiente 

A 

*1 A 

E + S E ■ S -AV E* ■ B * E + B 

/c-i k 2 k 3 

Tenemos, pues, varias constantes que determinar. Las medidas de estado esta- 
cionario no seran suficientes por si mismas. Puede demostrarse que la velocidad 
del estado estacionario para esta reaccion viene dada por la ecuacion 




(11.34) 
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FIGURA 11.18 

Estado pre-estacionario. En esta 
representacion se muestra la cinetica de la 
hidrolisis del p-nitrofenilacetato catalizada por 
la quimotripsina. La produccion del primer 
producto de la reaccion (p-nitrofenol) se sigue 
espectrofotometricamente tras la mezcla de la 
enzima y el sustrato. El estallido inicial de 
formacion de producto cesa cuando la enzima 
esta casi toda unida en el intermediario acilo. 



En otras palabras, la enzima cumple la cinetica de Michaelis-Menten, pero fc cat 
y K m se definen ahora de la siguiente forma: 



knk- 



2 k 3 



k 2 + k 3 

Ksk 3 
(k 2 + k 3 ) 



K s = k^lki 



(11.35a) 

(11.35b) 

(11.35c) 



Estos resultados ponen de relieve que las expresiones adecuadas para k cat y K M 
dependen del mecanismo de reaccion, incluso en los casos en los que la ecuacion 
de Michaelis-Menten describe la velocidad. Para obtener las constantes de velo- 
cidad individuales en un caso de este tipo, deben utilizarse medidas fuera del 
margen del estado estacionario. Uno de los primeros indicios de la posible par- 
ticipation de un intermediario en la hidrolisis vino de los estudios cineticos ra- 
pidos de las fases iniciales de la hidrolisis de los esteres por la quimotripsina. Si 
seguimos la liberation del producto A en nuestra reaccion del ejemplo, obser- 
vamos que su concentration aumenta rapidamente durante unos pocos minutos, 
hasta que se ha producido aproximadamente 1 mol por mol de enzima. Pasado 
este tiempo, observamos la produccion de estado estacionario (Figura 11.18). 

El estallido inicial de produccion del primer producto, denominado pro- 
duction pre-estado estacionario se ha explicado de la siguiente forma. Para la hi- 
drolisis de un ester, k 3 es mucho mas pequena que k 2 - En consecuencia, el in- 
termediario acilo se forma rapidamente en cada molecula de enzima, con la 
liberation asociada de 1 mol del producto A. Pero tras este periodo, puede for- 
marse mayor cantidad de A tan solo despues de que se degrade cada interme- 
diario acilo y la enzima vuelva a estar disponible. La disociacion del interme- 
diario acilo es el paso limitante de la velocidad. 

Las medidas aun mas rapidas, con el empleo de tecnicas de flujo detenido 
(vease Herramientas de la Bioquimica 1 1A), permiten determinar la velocidad de 
formacion del complejo enzima- sustrato (ES). Las medidas de la degradation 
de los intermediaries acilo una vez agotado el sustrato nos dan k 3 . Con el empleo 
de una combination de estos metodos, junto con los estudios del estado esta- 
cionario, podemos obtener todas las constantes de la ecuacion (11.34). En la 
Tabla 11.3 se presentan dos ejemplos de estos datos cineticos detallados para la 



tabla 11.3 Constantes de velocidad para la hidrolisis de dos esteres de N-acilaminoacido por la quimotripsina 



Sustrato k C at (s b k 2 (s ') k 3 (s b K m (mM) K s (mM) 




O CH, 0 

II I II 

CH 3 — c — N — C c — 0 — C 2 H 5 192 5000 200 0.663 17.2 



H H 




inhibiciOn enzimAtica 

hidrolisis de los esteres de N- a c i 1 a m i n o a c i d o s . En el ejemplo 1, tenemos /c tat = k 2 
y K m = K s . Estos son los resultados que cabe prever cuando la reaccion de aci- 
lacion ( k 2 ) es el paso limitante de la velocidad, con k 2 « k 3 . En el segundo 
caso, la desacilacion es el paso limitante de la velocidad (k 2 » h) y k ca t = K En 
esta situacion, K M = K s {k 3 /k 2 ). Puede comprobar cada una de estas afirmaciones 
viendo como se comportan las ecuaciones (11.35) en los casos especlficos. 

Este ejemplo demuestra que un analisis del estado estacionario es tan solo un 
primer paso en el estudio de cualquier enzima y que para descubrir los meca- 
nismos deben utilizarse varias tecnicas. 

Inhibition enzimatica 

Podemos aprender mas acerca de la forma en que actuan las enzimas median- 
te los estudios de inhibicion. Muchos tipos diferentes de moleculas inhiben las 
enzimas, y actuan de diversas formas. Debe establecerse una distincion impor- 
tante entre la inhibicion reversible y la inhibicion irreversible. La primera com- 
porta una union no covalente del inhibidor que siempre puede revertirse, al 
menos en principio, mediante la eliminacion del inhibidor. En algunos casos, la 
union no covalente puede ser tan fuerte que parezca irreversible en condiciones 
fisiologicas. Un ejemplo de ello es la union del inhibidor de la tripsina a la 
tripsina. En cambio, en la inhibicion irreversible, una molecula se une de forma 
covalente a la enzima y la incapacita realmente. La inhibicion irreversible se 
suele observar en la accion de toxinas y venenos especifkos, muchos de los 
cuales pueden causar la muerte al incapacitar enzimas clave (vease la pagina 
433). Por otro lado, la accion terapeutica de muchos farmacos depende de su ac- 
tuacion como inhibidores enzimaticos, como veremos en muchos ejemplos. 

INHIBICION REVERSIBLE 

Los diversos modos de inhibicion reversible implican todos ellos la union no co- 
valente de un inhibidor a la enzima, pero difieren en los mecanismos por me- 
dio de los cuales reducen la actividad enzimatica y en la forma en que afectan 
la cinetica de la reaccion. 

Inhibicion competitiva 

Supongamos que existe una molecula que se parece tanto al sustrato de una 
reaccion catalizada por una enzima, que la enzima aceptara esta molecula en su 
lugar de union. Si la molecula puede procesarse tambien por la enzima, se tra- 
ta simplemente de un sustrato alternative competitive. Sin embargo, si la mo- 
lecula se une al lugar activo pero no puede sufrir el paso catalitico, simplemen- 
te hace perder el tiempo a la enzima. Una molecula de este tipo se denomina 
inhibidor competitive (Figura 11.19). 

Durante la fraccion de tiempo en que la molecula de inhibidor competitive 
esta ocupando el lugar activo, la enzima no esta disponible para la catalisis. El 
efecto global es como si la enzima no pudiera unirse al sustrato tan bien cuan- 
do esta presente el inhibidor. Asi pues, cabe prever que la enzima actue como si 
su K m se incrementara por la presencia del inhibidor. Matematicamente, ex- 
presamos estas ideas escribiendo el esquema de reaccion de la siguiente forma 

/t, k 

E + E — E + P 

+ k -i 

I 

N 
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La inhibicion de las enzimas puede ser 
reversible o irreversible. 



Lugar 
activo 
de la 
enzima 





Sustrato 



■ Inhibidor 







Productos 





# 



El inhibidor 
impide 
la union 
del sustrato 



El sustrato y 
el inhibidor 
pueden 
unirse al lugar 
activo 



figura 11.19 

Inhibicion competitiva. Tanto el sustrato 
como el inhibidor se ajustan al lugar activo. El 
sustrato puede procesarse por la enzima, 
mientras que el inhibidor no. 



Un inhibidor competitive compite con 
el sustrato por el lugar de union. 
Aumenta la K M aparente. 



El 
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En este caso I indica la sustancia inhibidora y /C, es una constante de disociacion 
para la union del inhibidor, que se define como = [E] [I] / [El] , en donde [I] 
= concentration de inhibidor fibre. Podemos resolver las ecuaciones de veloci- 
dad de la misma forma que en el apartado anterior, pero teniendo en cuenta que 
ahora 



[E] t = [E] + [ES] + [El] (11.36) 

Enzima Enzima Enzima Enzima 

total libre unida al unida al 

sustrato inhibidor 



En el analisis de este caso, se obtiene que la expresion para V es la siguiente 



v= /<cat[E] t [S] 

^m( 1 + [l]/^i) + [S] 

que puede formularse tambien de la siguiente forma 

v= WEMS] = finax[S] 

+ [S] Ktf + [S] 



(11.37a) 



(11.37b) 



Esta expresion se asemeja a la ecuacion de Michaelis-Menten, con una K M “apa- 
rente” dada por Ky[ = K u (1 + [I]/K : ). Como se preveia, el aumento de [I] pro- 
duce un aumento de la K M aparente. Observese que la velocidad maxima no cam- 
bia, puesto que cuando [S] llega a ser muy grande, V se aproxima a V mix , al igual 
que en ausencia de inhibicion, y V m4x = fc cat [E] t . Fisicamente, esto significa sim- 
plemente que si hacemos [S] muy grande para un valor dado de [I], las numero- 
sas moleculas de sustrato haran que no compita el inhibidor. El efecto de la inhi- 
bicion competitiva en una grafica de V frente a [S] se muestra en la Figura 1 1.20a. 



FIGURA 11.20 

Efectos de la inhibicion competitiva 
sobre la cinetica enzimatica. (a) Efecto 
de un inhibidor competitivo (I) sobre la 
velocidad de reaccion a distintas 
concentraciones de sustrato. La adicion del 
inhibidor reduce la velocidad pero no la V m ^ x . 
La K m aparente es mayor en presencia del 
inhibidor. (b) Representaciones de Lineweaver- 
Burk de las reacciones que se muestran en (a). 
La Ifnea corta el eje 1 /V a la misma V mSx , lo 
cual indica que I es un inhibidor competitivo. 
(c) Determinacion de Km y /(■,. Si se repite la 
medicion de K ^ a distintas concentraciones de 
I, puede determinarse /C, a partir de la 
pendiente de la recta, y el valor verdadero de 
Km a partir de la interseccion de la recta donde 

[I] = 0. 




(a) 




(b) 



J 1_ 

K ic a P 
M K M 



[S] 




(C) 
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Dado que el sistema, a una [I] dada, continua cumpliendo una ecuacion de 
la forma de la de Michaelis-Menten, debemos prever que las representaciones de 
Lin eweaver- Burk y de Eadie-Hofstee continuen siendo graficas lineales, y que el 
valor de K M (pero no el de V m4x ) cambie con la presencia del inhibidor. Como 
muestra la Figura 11.20b, esto es exactamente lo que ocurre. Si representamos 
graficamente los valores de obtenidos a partir de las intersecciones de 
Lineweaver-Burk obtenidas a diferentes concentraciones del inhibidor frente a 
[I] , podemos determinar tanto el valor verdadero de K M como el de K ] como se 
muestra en la Figura 11.20c. 

Un ejemplo claro de un inhibidor competitive es el que se presenta en la 
Figura 11.21. El dinucleotido UpA es un excelente sustrato de la enzima ribo- 
nucleasa que cataliza la hidrolisis del enlace fosfodiester entre los dos nucleoti- 
dos. Pero si el atomo de oxigeno en el lugar de ruptura de UpA se sustituye por 
un grupo CH 2 , la molecula pasa a ser el analogo fosfonato UpcA, un potente in- 
hibidor competitive. La ribonucleasa se une al analogo lo suficientemente fuer- 
te en el lugar activo para permitir los estudios de difraccion de rayos X del 
complejo, pero no puede romper el enlace fosfonato. 

Una variante de la inhibicion competitiva es la union no productiva. A ve- 
ces, una molecula de sustrato posee una forma adicional de encaje en el lugar de 
union, una forma en la que no puede producirse el proceso catalitico normal: 

fc cat 

E + E SUL*, e + p 

+ k -i 

S 




ES' 



Aqui, ES' es el complejo enzima-sustrato que no conduce a producto. En estos 
casos, tanto K M como k cat se modifican, ya que incluso a concentraciones saturan- 
tes de los sustratos, una fraccion de las moleculas de sustrato se unira de una for- 
ma no productiva. Un ejemplo es el que se da en la accion de la carboxipeptidasa 
sobre dipeptidos como la glicil-L-tirosina. Recuerdese del Capitulo 5 que la carbo- 
xipeptidasa rompe los residuos C-terminales de las cadenas polipeptidicas. Los di- 
peptidos se rompen solo lentamente, debido probablemente a que pueden unirse de 
una forma en la que el grupo amino N-terminal interfiere con el lugar catalitico. 

Inhibicion no competitiva 

Esta forma de inhibicion se produce cuando una molecula o un ion pueden 
unirse a un segundo lugar de una superficie enzimatica (no el lugar activo) de tal 
manera que modifican la k cat . Podrian distorsionar, por ejemplo, la enzima de 
manera que el proceso catalitico no fuera tan eficaz (Figura 11.22). Un inhibi- 
dor no competitive de este tipo puede ser una molecula que no se parece al sus- 
trato en absolute, sino que tiene una fuerte afinidad por un segundo lugar de 
union. El caso mas sencillo que cabe considerar es uno en el que la molecula del 
inhibidor no interfiera en forma alguna con la union del sustrato sino que im- 
pida por complete el paso catalitico. Dado que el lugar de union de I esta com- 
pletamente separado del lugar de union de S, podemos suponer que el inhibi- 
dor se unira igual de bien a E que a ES, con la misma para ambos. El 
diagrama de estas reacciones es el siguiente: 

E + E -^E+P 

+ k -i + 

A. 

fc -1 
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o 




UpA: sustrato de la ribonucleasa 



0 




UpcA: inhibidor competitivo de la ribonucleasa 

FIGURA 11.21 

Un sustrato y su inhibidor 
competitivo. El sustrato UpA y la molecula 
muy similar UpcA son competidores para la 
enzima ribonucleasa. La unica diferencia entre 
el sustrato y el inhibidor se indica en rojo. 



Un inhibidor no competitivo no 
compite por el lugar activo sino que 
afecta al fenomeno catalitico. Modifica 
la k cat aparente. 



El +S 



EIS 
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Lugar 

activo 



Lugar 

del 

inhibidor 






En ausencia 
del inhibidor, 
se forman 
los productos 






La union del 
inhibidor 
distorsiona 
la enzima 



El sustrato 
y el inhibidor 
pueden unirse 
simultaneamente 

La presencia del 
inhibidor hace 
que la formacion 
de producto sea 
mas lenta 



FIGURA 11.22 

Inhibicion no competitiva. El inhibidor 
(rojo) se une a un lugar de la superficie 
enzimatica distinto del lugar del sustrato 
(verde). En este ejemplo sencillo, el inhibidor 
no interfiere en la union del sustrato, pero sf 
inhibe el fenomeno catalftico. El inhibidor y el 
sustrato pueden unirse de manera 
independiente. 



FIGURA 11.23 

Efectos de la inhibicion no competitiva 
sobre la cinetica enzimatica. (a) Efecto 
de un inhibidor no competitivo (I) sobre la 
velocidad de reaccion a diferentes 
concentraciones de sustrato. En este ejemplo 
sencillo, K m no se afecta, mientras que l/ m4x 
disminuye debido a que la enzima no es 
catalfticamente tan eficaz en presencia del 
inhibidor. (b) Representaciones de Lineweaver- 
Burk de las reacciones que se muestran en (a). 
Las Ifneas cortan el eje 1/1/ en distintos puntos, 
lo cual diferencia claramente esta situacion de 
la inhibicion competitiva (vease la Figura 
1 1 ,20b). (c) Determinacion de K , y de la l/ m4x 
sin inhibicion (que proporcionara k cat ). 



El analisis matematico proporciona: 

t ,_ IUd + [l]W))[E] t [S] QE] t [Sj 

K M + [S] k m + [S] 

Este resultado es exactamente el que cabia esperar. La K M aparente no esta in- 
fluenciada por el inhibidor, pero la k caX aparente, que viene dada por KJ ( 1 1 + 
[I]/K : ] ), disminuye al aumentar [I]. En consecuencia, V nlix se modifica en este 
caso (Figura 11.23a) puesto que a un valor alto de [S] obtenemos 

v — - vZ* = OEk = (1 1 39) 

El efecto de la inhibicion no competitiva sobre una representation de Line- 
weaver-Burk se muestra en la Figura 11.23b. Puede determinarse el valor real 
tanto de k cat como de Kj mediante el grafico de 1/V^x frente a [I] (Figura 
11.23c). Se encuentra un ejemplo en la inhibicion de la acetilcolinesterasa (vea- 
se el Capitulo 21) por las aminas terciarias (R 3 N). Estos compuestos se unen a 
la enzima en sus diversas formas, pero el complejo acil-intermedio-amina no 
puede descomponerse en la enzima mas el producto. 

En realidad, la situacion suele ser mas compleja que este caso sencillo que 
hemos descrito. Asi por ejemplo, el complejo ESI puede ser capaz de sufrir el 
proceso catalitico de manera lenta, o la union del inhibidor puede modifkar 
tanto k cM como K M . A este ultimo caso se le denomina, por razones obvias, in- 
hibicion mixta. En estas circunstancias, las ecuaciones cineticas pasan a ser 
mas complicadas y no se consideraran aqui. 





(b) k m [S] 




(c) 
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INHIBICION IRREVERSIBLE 



Algunas sustancias se combinan de forma covalente con las enzimas y las inac- 
tivan de manera irreversible. Casi todos los inhibidores enzimaticos irreversi- 
bles son sustancias toxicas, naturales o sinteticas. En la Tabla 11.4 se in dican al- 
gunas de ellas. En la mayoria de los casos estas sustancias reaccionan con algun 
grupo funcional del lugar activo para bloquear el lugar del sustrato o para de- 
jarlo cataliticamente inactivo. 

Un ejemplo caracteristico de un inhibidor competitive irreversible es el del 
diisopropil fluorofosfato ( DFP ). Este compuesto reacciona de manera rapida e 
irreversible con los grupos hidroxilo de serina para formar un aducto covalen- 



Muchos inhibidores irreversibles se 
unen covalentemente a los lugares 
activos de las enzimas. 



tabla 11.4 Inhibidores enzimaticos irreversibles 



Nombre 



Formula 0 



Origen 



Modo de accion 



Cianuro 



CN- 



Almendras amargas 



Reacciona con iones metalicos de enzimas (p. 
ej., Fe, Zn, Cu); sus dianas primarias son las 
enzimas de la cadena respiratoria (vease el 
Capitulo 15) 



Diisopropil 

fluorofosfato 

(DFP) 



h 3 C | / CH 3 

.CH — O— P— O — CH 

/ II V 



H 3 C 



0 



CH, 



Sintetico 



Inhibe enzimas con serina en el lugar activo, 
como la acetilcolinesterasa 



Sarin 



H,C 



H 3 C 



^CH — 0 — P — CH, 
/ ii J 



I 

P 

II 

0 



Sintetico 

(gas nervioso) 



Como el DFP 



Fisostigmina 




Semillas de 
Physostigma 
venosum 



Como el DFP 



Paration 


S 




Sintetico 


Como el DFP, pero especialmente inhibidor 




II 

C,H,0 — P 
1 




(insecticida) 


de la acetilcolinesterasa de insectos 




c 2 h 5 o 









N-Tosil-L-fenil- 
alaninacloro- 
metil cetona 
(TPCK) 



O 



CH 2 — CH — C— CH 2 — Cl 



I 

NH 

= 1 / \ 



0 = S 

II 

0 



CH, 



Sintetico 



Reacciona con la His 57 de la quimotripsina 



Penicilina 



R— C=0 

I 



NH 

I / CH 3 

HC — CH C x 

I I I x ch 3 

0 = C — N CH — COO- 

R = grupo variable; difiere en las distintas penicilinas. 



Del hongo Inhibe las enzimas de la sintesis de la pared de 

Penicillium la celula bacteriana (vease el Capitulo 16) 
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OH 



Serina del 
lugar activo 



+ 



F 




m 



CH, 



CH, 






CH 



CH„ 

I 

0 

1 

■O— P — o 

o 



-CH, 



■CH' 



\ 



CH, 



+ HF 

FIGURA 11.24 

Inhibicion irreversible mediante la 
formacion de un aducto. El diisopropll 
fluorofosfato (DFP) reacciona con un grupo de 
serina de una proteina para formar un aducto 
covalente. El enlace covalente hace que la 
serina, que es catalfticamente importante, pase 
a ser ineficaz en la catalisis. El aducto puede 
bloquear tambien el lugar del sustrato. 



Muchas enzimas utilizan moleculas 
pequenas unidas, que se denominan 
coenzimas, para facilitar la catalisis. 



te, como se indica en la Figura 11.24. En consecuencia, el DFP actua como in- 
hibidor irreversible de las enzimas que contienen una serina esencial en su lu- 
gar activo. Entre estas enzimas se encuentran las serina proteasas y la enzima 
acetilcolinesterasa. Es la inhibicion de la acetilcolinesterasa la que hace que el 
DFP sea una sustancia tan toxica para los animales. La acetilcolinesterasa es 
esencial para la conduccion nerviosa (vease el Capitulo 21) y su inhibicion 
causa una paralisis rapida de las funciones vitales. Muchos insecticidas y gases 
nerviosos se parecen al DFP y son inhibidores potentes de la acetilcolinestera- 
sa. En la Tabla 11.4 se presentan algunos ejemplos. 

Para que estos inhibidores irreversibles reaccionen de manera selectiva con 
un residuo critico, deben unirse fuertemente al lugar activo. Muchos lo hacen 
porque contienen un grupo de atomos con una configuracion que se parece al 
estado de transicion. Como ejemplos de estos analogos del estado de transicion 
cabe citar el DFP y el sarin (vease la Tabla 11.4), que tienen una estructura te- 
traedrica que rodea al atomo de fosforo, muy similar al estado de transicion te- 
traedrico del sustrato en muchas enzimas hidroliticas. 

En otros casos, los inhibidores irreversibles pueden ser extraordinariamen- 
te selectivos debido a que se parecen mucho al sustrato mas que a su estado de 
transicion. Un ejemplo es la N-tosil-L-fenilalaninaclorometil cetona ( TPCK) (ve- 
ase la Tabla 11.4). La TPCK es un excelente inhibidor de la quimotripsina, 
puesto que el grupo fenilo se ajusta exactamente en el bolsillo del lugar activo, 
colocando el cloro para el desplazamiento nucleofilo por un nitrogeno del ani- 
llo imidazol de la His 57. Se han sintetizado un gran numero de estos inhibi- 
dores irreversibles para facilitar el analisis de los mecanismos enzimaticos y 
para controlar la actividad enzimatica. Asi por ejemplo, un bioquimico que 
utilice la quimotripsina para hidrolizar una proteina puede detener la reaccion 
instantaneamente en cualquier momento mediante la simple adicion de TPCK. 
Otro uso de estas sustancias es para marcar los residuos del lugar activo de 
una enzima de manera especifica con el fin de facilitar su identificacion. Cuando 
se utilizan inhibidores irreversibles de esta forma, se les denomina marcadores 
de afinidad. En algunos casos, un marcador de afinidad no es reactivo hasta que 
la enzima actua sobre el, y en este momento se une de forma irreversible. Estas 
sustancias se Hainan inhibidores suicidas, puesto que la enzima se “destruye” a 
si misma al procesar el inhibidor. 

Muchas toxinas naturales son inhibidores enzimaticos irreversibles. El alca- 
loide fisostigmina (vease la Tabla 11.4), que se encuentra en las semillas de 
Physostigma venosum, es toxico porque es un potente inhibidor de la acetilcoli- 
nesterasa. Los antibioticos del grupo de las penicilinas actuan tambien como in- 
hibidores irreversibles de las enzimas que contienen serina y que se utilizan en 
la sintesis de la pared celular bacteriana (vease el Capitulo 16). 

Coenzimas, vitaminas y metales esenciales 

La complejidad de la estructura de una proteina globular y la variedad de las ca- 
denas laterales existentes en una proteina permiten la formacion de muchos ti- 
pos de lugares cataliticos. Esta variabilidad permite, a su vez, a las propias pro- 
teinas actuar como catalizadores enzimaticos eficaces en muchas reacciones. Sin 
embargo, para algunos tipos de procesos biologicos, el vocabulario molecular de 
las cadenas laterales de las proteinas no es suficiente. Una proteina puede requerir 
la ayuda de alguna otra molecula o ion pequeno para llevar a cabo la reaccion. 
Las moleculas que se unen a las enzimas con este fin se denominan coenzimas. 
Igual que las enzimas, las coenzimas no se modifican de manera irreversible 
durante la catalisis; o bien no se modifican o bien se regeneran. 
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LAS COENZIMAS Y SUS FUNCIONES 

Las coenzimas poseen frecuentemente estructuras organicas complejas que no 

pueden sintetizarse por algunos organismos, en particular los mamiferos. Las vi- Muchas vitaminas esenciales son 

taminas hidrosolubles, aquellas que normalmente se denominan como el com- componentes de las coenzimas. 

plejo vitammico B, son precursores metabolicos de diversas coenzimas, razon 

por la que estas vitaminas son tan importantes en el metabolismo. Nuestra es- 

trategia en este libro es presentar la bioquimica detallada de cada coenzima la 

primera vez que encontremos esa coenzima en el tratamiento de las rutas me- 

tabolicas. En la Tabla 11.5 se da una lista de diversas coenzimas importantes, 

junto con sus vitaminas relacionadas, la clase de reacciones con las que estan 

asociadas y donde encontrara una description y tratamiento detallados. En 

este punto, para dar una idea mas concreta de como funcionan las coenzimas, 

describiremos una clase con algun detalle. Se trata de los nucleotidos de nico- 

tinamida de los que un ejemplo fundamental es el dinucleotido de nicotinamida 

y adenina (NAD+) derivado de la vitamina niacina. 




tabla 11.5 Algunas coenzimas importantes y las vitaminas relacionadas 



Vitamina 


Coenzima 


Reacciones en que intervienen 
estas coenzimas 


Pagina donde 
se presenta la 
coenzima 


Tiamina (vitamina Bj) 


Pirofosfato de tiamina 


Activacion y transferencia de aldehidos 


550 


Riboflavina (vitamina B 2 ) 


Mononucleotido de flavina; dinucleotido 
de flavina y adenina 


Oxidacion-reduccion 


551 


Niacina 


Dinucleotido de nicotinamida y adenina; 
dinucleotido de nicotinamida y adenina 
fosfato 


Oxidacion-reduccion 


435, 


Acido pantotenico 


Coenzima A 


Activacion y transferencia de grupos acilo 


553 


Piridoxina 


Piridoxal fosfato 


Varias reacciones que implican activacion 
de aminoacidos 


818 


Biotina 


Biotina 


Activacion y transferencia de C0 2 


567 


Acido lipoico 


Lipoamida 


Activacion de grupos acilo; oxidacion- 
reduccion 


550 


Acido folico 


Tetrahidrofolato 


Activacion y transferencia de grupos 
funcionales de un carbono 


820 


Vitamina B 12 


Adenosil cobalamina; metil cobalamina 


Isomerizaciones y transferencia de grupos 
metilo 


826 
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FIGURA 11.25 



Estereoespecificidad conferida por una 
enzima. Esta figura muestra la forma en que 
la superficie asimetrica de una enzima puede 
conferir estereoespecificidad a la reaccion de 
un sustrato simetrico. Si la molecula de sustrato 
X 2 CYZ debe establecer tres contactos con 
grupos complementarios especfficos de la 
enzima, sus dos atomos X dejan de ser 
equivalentes. Tan solo uno de los dos atomos X 
puede contactar adecuadamente con la 
superficie. 



La porcion nicotinamida es el “extremo de los negocios” del NAD + , ya que es ca- 
paz de reducirse y, de este modo, servir como un agente oxidante. 




NAD' NAUH 



En donde R corresponde al resto de la molecula. En la reduccion, se anaden al 
anillo de nicotinamida dos electrones y un proton. La reaccion probablemente 
puede considerarse de forma mas exacta como la transferencia de un ion hi- 
druro: NAD+ + H~ NADH. 

Una reaccion caracteristica en la que actua el NAD + como agente oxidante 
es la conversion de los alcoholes en aldehidos o cetonas (por ejemplo, por la ac- 
cion de la alcohol deshidrogenasa hepatica): 



H 

I 

CH„ — C — OH 

I 

H 



/> 

CH„C + 2e- 
J \ 

H 



+ 2H + 



NAD + + 2e“ + H + ; NADH 



CH 3 CH 2 OH + NAD + . CHgC^ + H + + NADH 

H 

Etanol Acetaldehido 

Es el H ligado al C y no el H ligado al O el que se transfiere al NAD + , como pue- 
de demostrarse mediante los estudios en que se emplean compuestos deutera- 
dos. Ademas, estas reacciones tienen una fuerte estereoespecificidad. A pesar de 
que el carbono del hidroxilo tenga dos hidrogenos unidos a el (como en el caso 
del etanol), es un hidrogeno concreto el que se transfiere al NADU Esta especi- 
ficidad puede parecer sorprendente, puesto que el carbono del grupo hidroxi- 
lo del etanol no es un centro quiral. ^Como puede verse favorecido un H con- 
creto cuando la molecula de sustrato tiene un piano de simetria? La respuesta 
esta en la naturaleza asimetrica de la superficie de la enzima a la que se unen 
tan to el NAD + como el alcohol. Si una molecula simetrica como el etanol se une 
por tres puntos a un objeto asimetrico, los dos atomos de H dejan de ser equi- 
valentes y se denominan proquirales (Figura 11.25). Ademas, aunque el anillo de 
nicotinamida esta en un piano, la transferencia de hidrogeno en una reaccion 
concreta es siempre a una cara especifica del anillo, puesto que las dos caras no 
son equivalentes en el entorno asimetrico de una enzima. Estas consideraciones 
subyacen en la estereoespecificidad elevada de muchas reacciones catalizadas por 
enzimas, a diferencia de lo que ocurre en la catalisis no enzimatica. 

A veces resulta dificil establecer una distincion clara entre una verdadera 
coenzima y un segundo sustrato de la reaccion. Las reacciones que acabamos de 
considerar son buenos ejemplos de este problema. Las enzimas deshidrogena- 
sas, como la alcohol deshidrogenasa, tienen un lugar de union fuerte para la for- 
ma oxidada, el NAD + . Tras la oxidacion del sustrato, la forma reducida, NADH, 
deja la enzima y se reoxida por otros sistemas aceptores de electrones de las ce- 
lulas. El NAD + formado asi puede unirse ahora a otra molecula de enzima y re- 
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petir el ciclo. En estos casos, el NAD + actua mas como un segundo sustrato que 
como una verdadera coenzima. Sin embargo, el NAD + y el NADH difieren de la 
mayor parte de los sustratos en que se reciclan continuamente en la celula y se 
utilizan una y otra vez. Como consecuencia de este comportamiento, los con- 
sideramos coenzimas. 

Un ejemplo de conducta del NAD + claramente como coenzima es la que se 
encuentra en la reaccion de la UDP-galactosa-4-epimerasa que se muestra en la 
Figura 11.26. Esta enzima facilita la sintesis de los polisacaridos complejos me- 
diante la interconversion de la UDP-glucosa en UDP-galactosa (veanse los 
Capitulos 9 y 13). El mecanismo mediante el cual el hidroxilo de la posicion 4 
cambia de orientacion estereoquimica comporta la oxidacion del hidroxilo a 
carbonilo como estado intermediario. En este caso, el NAD + y el NADH no 
abandonan nunca la enzima y se reducen y reoxidan de forma ciclica, propor- 
cionando un lugar de reposo temporal a los electrones y al hidrogeno del sus- 
trato. Esta reaccion constituye un buen ejemplo de lo que hacen las coenzimas 
y de por que son necesarias. El intermediario carbonilo proporciona un exce- 
lente estado intermediario para la interconversion de los azucares, pero ningu- 
na de las cadenas laterales de los aminoacidos normales de una proteina es 
realmente adecuada para promover este tipo de oxidacion y reduccion. 
Mediante la union del NAD + , la enzima puede llevar a cabo esta funcion. 

IONES METALICOS EN LAS ENZIMAS 

Muchas enzimas contienen iones metalicos, que generalmente se mantienen 
unidos mediante enlaces covalentes coordinados con las cadenas laterales de los 
aminoacidos, aunque a veces se unen mediante un grupo prostetico como el 
hemo. Estas enzimas se denominan metaloenzimas. Los iones actuan de una 
forma muy parecida a las coenzimas, confiriendo a la metaloenzima una pro- 
piedad que no poseeria en su ausencia. Como se muestra en la Tabla 11.6, las 
funciones de estos iones son diversas. Algunos de ellos, como el ion zinc en la 
carboxipeptidasa A, actuan como catalizadores metalicos para las reacciones hi- 
droliticas (Figura 11.27). El ion zinc participa en la estabilizacion del estado in- 
termediario de la hidrolisis de una forma muy parecida a la accion de la serina 
en la quimotripsina (para la comparacion, vease la Figura 11.13). 

En otros casos, el metal de la metaloenzima actua como reactivo redox. 
Hemos mencionado el ejemplo de la enzima que contiene hierro-hemo catala- 
sa, que cataliza la degradacion del peroxido de hidrogeno, un agente poten- 
cialmente destructor de las celulas. Dado que la reaccion comporta una reduc- 



tabla 11.6 Metales y oligoelementos importantes como cofactores enz- 
imaticos 



Metal 


Ejemplo de enzima 


Funcion del metal 


Fe 


Citocromo oxidasa 


Oxidacion-reduccion 


Cu 


Acido ascorbico oxidasa 


Oxidacion-reduccion 


Zn 


Alcohol deshidrogenasa 


Facilita la union de NAD + 


Mn 


Histidina amonlaco liasa 


Facilita la catalisis mediante la extraction de 
electrones 


Co 


Glutamato mutasa 


El Co forma parte de la coenzima cobalamina 


Ni 


Ureasa 


Lugar catalitico 


Mo 


Xantina oxidasa 


Oxidacion-reduccion 


V 


Nitrato reductasa 


Oxidacion-reduccion 


Se 


Glutation peroxidasa 


Sustituye al S en una cisteina del lugar activo 




O — UDP 






UDP-galactosa 




O — UDP 




E — NAD+ 




O-UDP 



FIGURA 11.26 

Mecanismo propuesto para la UDP- 
galactosa epimerasa. La UDP-galactosa se 
une a la enzima, que Neva la coenzima NAD + 
(paso 1). Se extrae un proton para producir el 
intermediario carbonilo (paso 2) y luego se 
vuelve a introducir con la orientacion 
enantiomerica contraria (paso 3). Se libera 
entonces el producto, UDP-glucosa (paso 4). 
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FIGURA 11.27 

Lugar activo de la proteasa 
carboxipeptidasa A. El atomo de zinc 
actua como catalizador ionico metalico que 
fomenta la hidrolisis. Actua asf estabilizando la 
carga negativa sobre el oxfgeno en el estado de 
transition tetraedrico. El enlace que se rompe 
se indica con la cuna roja. 



Algunas enzimas necesitan iones 
metalicos para su funcion catalftica. 




/ 

R n-4-CH 



NH 

/ 



cion y una oxidacion de H 2 0 2 , el Fe 2+ se oxida y reduce de manera reversible, 
y actua como intercambiador de electrones. Como se ha senalado anterior- 
mente, la catalasa es una enzima muy eficaz ya que su valor de k cat /K M de 4 X 
10 7 se aproxima al limite teorico. La hemoglobina, que tambien contiene Fe 2+ , 
tiene una actividad catalasa mas debil debido a que la oxidacion a Fe 3+ es en 
gran parte irreversible en un entorno proteico diferente. Esta actividad redox re- 
quiere metales como Fe o Cu con varios estados de oxidacion. 

En otras muchas reacciones enzimaticas son necesarios determinados iones 
para la eficacia catalitica, a pesar de que puedan no permanecer unidos de ma- 
nera permanente a la proteina ni desempenar un papel directo en el proceso ca- 
talitico. Asi por ejemplo, diversas enzimas que acoplan la hidrolisis del ATP a 
otros procesos requieren Mg 2+ para una funcion eficaz. En la mayoria de los ca- 
sos, es necesario el Mg 2+ puesto que el complejo Mg-ATP (vease el Capitulo 3) 
es un sustrato mejor que el propio ATP. 



Diversidad de la funcion enzimatica 

CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS PROTEICAS 

En este punto debe estar claro ya que hay una enorme cantidad de proteinas di- 
ferentes que actuan como enzimas. Muchas de estas enzimas recibieron nombres 
comunes, en especial durante los primeros anos de la enzimologia. Algunos de 
los nombres, como triosa fosfato isomerasa, son descriptivos de la funcion de la 
enzima; otros, como tripsina, no lo son. Con objeto de reducir la confusion, la 
Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia 
Molecular (IUBMB) ha disenado un sistema logico de denominacion y nume- 
racion. Las enzimas se dividen en seis grandes clases con grupos y subgrupos 
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que definen sus funciones con mayor precision. Las principales clases son las si- 
guientes: 

1. Oxidorreductasas que catalizan reacciones de oxidation-reduction. 

2. Transferasas que catalizan transferencias de grupos funcionales de una 
molecula a otra. 

3. Hidrolasas que catalizan rupturas hidroliticas. 

4. Liasas que catalizan eliminaciones de un grupo o adiciones de un gru- 
po a un doble enlace, u otras rupturas que implican un reordenamien- 
to electronico. 

5. Isomerasas que catalizan reordenamientos intramoleculares. 

6. Ligasas que catalizan reacciones en las que se unen dos moleculas. 

La Comision de Enzimas (EC) de la IUBMB ha dado a cada enzima un nu- 
mero con cuatro partes, como EC 3.4.21.5. Los tres primeros numeros definen 
la clase principal, la subclase y la sub-subclase, respectivamente. El ultimo es un 
numero de serie dentro de la sub-subclase, que indica el orden en el que cada 
enzima se ha anadido a la lista, y que va creciendo continuamente. En el libro 
Enzyme Nomenclature (Academic Press, 1992) se da una lista de casi todas las 
enzimas actualmente identificadas, junto con information sobre cada una de 
ellas y referencias bibliograficas. Las 3196 entradas de esta edition no incluyen 
ciertamente todas las enzimas ya que se continuan descubriendo otras nuevas. 
De hecho, se ha calculado que una celula tipica contiene muchos miles de en- 
zimas diferentes. En la Tabla 11.7 se da una lista con un ejemplo de enzima y 
reaction para cada una de las clases principales. Consideraremos una por una 
estas reacciones en apartados posteriores de este libro. El punto principal que 
queremos resaltar aqui es la enorme diversidad de funciones enzimaticas y 
como se ha racionalizado su nomenclatura. 

INGENIERIA MOLECULAR DE ENZIMAS NUEVAS Y MODIFICADAS 

A pesar de la variedad de funciones enzimaticas existentes en la naturaleza, la 
biotecnologia moderna se enfrenta continuamente con la necesidad de sustan- 
cias con nuevas capacidades cataliticas o enzimas que actuen con especificida- 
des diferentes o en condiciones poco habituales. Estas necesidades han genera- 
do un campo, que esta todavia en su inicio, de diseno e ingenieria enzimaticas. 
Se estan realizando diversas estrategias en este campo, que tiene un enorme po- 
tential en la industria y la medicina. 

Mutagenesis dirigida a un lugar 

En la actualidad es posible clonar los genes de muchas enzimas utilizando los 
metodos descritos en Herramientas de la Bioquimica 25E, para realizar muta- 
ciones especificas en puntos concretos. El metodo ha resultado extraordinaria- 
mente util para el estudio de los mecanismos enzimaticos, como lo demuestra 
el estudio de la triosa fosfato isomerasa (veanse las paginas 414-415). Pero se esta 
utilizando tambien para cambiar las especificidades enzimaticas. Un estudio de 
la proteasa subtilisina realizado por James Wells y colaboradores (vease Oxender 
y Fox 1987 en la Bibliografia) se ha centrado en las mutaciones en un lugar es- 
pecifico (residuo 166) del bolsillo de especificidad. Este lugar esta ocupado 
normalmente por Gly, y la enzima rompe preferentemente las cadenas poli- 
peptidicas cercanas a un residuo hidrofobo voluminoso. La actividad respecto 
a los polipeptidos que contienen acido glutamico en la misma position es muy 
baja. La sustitucion de Gly 166 por Lys aumenta la frecuencia de corte cerca del 
acido glutamico en 500 veces. Aunque algunos intentos de ingenieria proteica 
con fines industriales se han dirigido a la fabrication de enzimas para reaccio- 



Pueden crearse enzimas nuevas o 
radicalmente modificadas mediante la 
mutagenesis dirigida a un lugar, la 
hibridacion proteica o la formacion de 
anticuerpos cataliticos. 
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nes nuevas, la mayoria se han centrado en la aparicion de tolerancia a las con- 
diciones ambientales extremas (calor, acidez, salinidad) caracteristicas de las 
operaciones industriales o agrarias especializadas. Sin embargo, hasta la fecha, 
la naturaleza (evolucion) parece haber sido un mejor disenador que los seres 
humanos, ya que las enzimas mas interesantes capaces de tolerar ambientes 
extremos se han encontrado en las bacterias que habitan manantiales termales, 
desiertos y cavidades termales submarinas. Actualmente esta claro que en la 
naturaleza existen enzimas capaces de realizar una funcion eficaz a temperatu- 
ras cercanas a los 100°C. 

Enzimas hibridas 

El reordenamiento de los genes que puede realizarse con las tecnicas modernas 
nos permite producir proteinas de fusion, proteinas codificadas por genes que 
se han fusionado juntos in vitro a partir de dos o mas origenes. Esta fusion hace 
posible recombinar los lugares de union y los lugares cataliticos de formas no- 
vedosas. Para poner un ejemplo, considere el problema de digerir los /3-gluca- 
nos de los cereales, tal como se encuentran en la cebada. Estos polisacaridos tie- 
nen enlaces /3( 1 — >4) y /3( 1 — >3) entre los residuos de glucosa. En la fabricacion 
de cerveza se emplean una glucanasa y una celulasa microbiana, pero esta ulti- 
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ma, con frecuencia, es ineficaz en las condiciones industriales, produciendo 
productos viscosos que interfieren con la fabrication de la cerveza. Ha sido 
posible construir una enzima hibrida con la capacidad de romper ambos tipos 
de enlaces y, de esta forma, digerir los glucanos a glucosa en un paso. 

Otro tipo de enzima hibrida es la que se muestra en la Figura 11.28. En este 
caso, un oligonucleotido sintetico de secuencia definida se ha injertado en la en- 
zima nucleasa estafilocotica mediante un enlace disulfuro. La nucleasa estafilo- 
cocica es eficaz en el corte del RNA o del DNA de una sola cadena, pero nor- 
malmente lo hace con una especificidad muy baja. Sin embargo, cuando se ha 
unido a un oligonucleotido, este se une a una secuencia complementaria espe- 
cifica de un acido nucleico de cadena unica, y la enzima corta junto a esa se- 
cuencia. De este modo, puede disenarse una especificidad elevada en una enzi- 
ma normalmente inespecifica. 

Anticuerpos cataliticos 

Recuerdese del Capitulo 7, que los anticuerpos presentan una especificidad no- 
tablemente elevada en cuanto a la union a sus antigenos. Las enzimas se unen 
de la manera mas fuerte al estado de transition de una reaction. ^Que sucede si 
fabricamos anticuerpos contra moleculas que son estructuralmente analogas a 
los estados de transition de determinados sustratos? La respuesta es que estos 
anticuerpos actuan como enzimas de forma que actualmente se les llama abzi- 
mas. Supongamos, por ejemplo, que deseamos fabricar un anticuerpo que ac- 
tue como catalizador de la hidrolisis de esteres. De la misma manera que en la 
hidrolisis de las amidas, es necesario un estado de transition tetraedrico (vea- 
se la pagina 417) en la hidrolisis del ester. Un tipo de molecula que Simula una 
estructura de este tipo es la que se muestra a continuation: 




Con el empleo de diversos tipos de moleculas como antigenos, ha sido posible 
producir abzimas que catalizan varias de las reacciones que se muestran en la 
Tabla 11.7. En algunos casos, se han obtenido velocidades de reaction de hasta 
10 7 veces la velocidad de reaction sin catalizar. 

Durante muchos anos, la principal dificultad para producir anticuerpos ca- 
taliticos dirigidos hacia compuestos especificos o grupos funcionales, era la ne- 
cesidad de utilizar el sistema inmunitario de algun animal para realizar la se- 
lection. Sin embargo, recientemente se han creado sistemas de selection que 
evitan este requerimiento. La idea basica es que se clonan fragmentos Fab rea- 
grupados al azar (vease el Capitulo 7) y la mezcla se somete a una selection de 
acuerdo con la afinidad quimica con la molecula o estructura deseada. Estas tec- 
nicas han permitido producir abzimas dirigidas hacia moleculas sustrato sin- 




Lugar activo 



T CA &GC A CC G T S CC A T T T G A GG 5' 

Lugarde union del oligonucleotido 



FIGURA 11.28 

Una enzima hibrida. La enzima 
nucleasa estafilococica (en negro) se ha 
unido mediante un puente disulfuro de la 
cistefna 1 1 6 con un oligonucleotido de 
secuencia definida (azul). El 
oligonucleotido forma pares de bases con 
secuencias complementarias de 
polinucleotidos de una sola cadena, 
proporcionando la especificidad de lugar 
de la nucleasa. 



P. C. Schultz, Science (1 988) 240:425-432. © 1 988 AAAS. 
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teticas que serian muy dificiles de presentar como antigenos a un sistema in vivo 
debido a los efectos toxicos. 

Los anticuerpos cataliticos estan haciendose de una importancia considera- 
ble en la quimica organica sintetica. Un problema importante en la sintesis in vi- 
tro de moleculas organicas complejas es la consecution de la estereoquimica co- 
rrecta. La estereoespecificidad notable que exhiben las enzimas (incluyendo las 
abzimas) ha ayudado enormemente en este tipo de sintesis. En este punto, pa- 
rece ser que los bioquimicos solo han empezado a explorar las posibilidades de 
la ingenieria de las enzimas con fines especificos. 



Las ribozimas, una clase de acidos 
ribonucleicos, funcionan como 
catalizadores biologicos. 



Biocatalizadores no proteicos: ribozimas 

A lo largo de este capitulo hemos descrito la forma en la que las proteinas de- 
nominadas enzimas actuan como biocatalizadores. Hasta hace poco, se suponia 
que toda la catalisis bioquimica la realizaban las proteinas; pero la bioquimica 
esta llena de sorpresas, y la investigation ha revelado algo totalmente inespera- 
do: algunas moleculas de RNA pueden actuar como enzimas. A estas moleculas 
se las denomina ribozimas. 

El primer indicio de este fenomeno se obtuvo en los estudios de la ribonu- 
cleasa P, una enzima que fragmenta los precursores de los tRNA para producir 
los tRNA funcionales (Figura 11.29). Se sabia desde hacia tiempo que la ribo- 
nucleasa P activa contenia una porcion proteica y un “cofactor” de RNA, pero 
se consideraba de manera general que el lugar activo se encontraba en la porcion 
proteica. Sin embargo, estudios cuidadosos realizados por Sidney Altman y sus 
colaboradores en 1983 sobre los componentes aislados revelaron un hecho sor- 
prendente: mientras que el componente proteico solo era totalmente inactivo, 
el RNA por si mismo, si se le proporcionaba una concentration suficientemen- 
te elevada de magnesio o una cantidad baja de magnesio y la molecula basica 
pequena espermina, era capaz de catalizar la fragmentation especifica de los pre- 



FIGURA 11.29 

Ruptura de un pre-tRNA caracteristico 
por la ribonudeasa P. La produccion de 
tRNA a partir de pre-tRNA la cataliza un 
complejo RNA-protefna denominado 
ribonudeasa P. La parte eliminada del tRNA se 
indica con color negro, y el tRNA resultante 
con color azul. La parte de RNA de la 
ribonudeasa P puede catalizar por sf misma la 
hidrolisis del enlace fosfodiester especffico 
indicado con la curia roja. 
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tRNA. Ademas, el RNA actuaba como una verdadera enzima, sin modificarse en 
el proceso y obedeciendo la cinetica de Michaelis-Menten. La adicion de la 
portion proteica de la ribonucleasa P aumenta ciertamente la actividad (k cat se 
incrementa de manera notable) pero no es en modo alguno esencial para la 
union del sustrato ni para la fragmentation. A concentraciones salinas elevadas 
el propio RNA pasa a ser un catalizador muy eficaz; K M se hace muy baja y 
k cat IK M se aproxima a 10 7 (mol/L) _1 s _1 . 

Aproximadamente al mismo tiempo, Thomas Cech y sus colaboradores des- 
cubrieron otra clase notable de reacciones del RNA. Examinando la elimination 
de un intron (secuencia de interposition, o IVS) de los RNA prerribosomicos del 
protista Tetrahymena, encontraron que el propio rRNA llevaba a cabo la escision 
de su intron de 413 nucleotidos, asi como el reempalme necesario (Figura 
1 1.30a). Ademas, el IVS escindido pasaba por una nueva serie de reacciones con 
especificidad de lugar. El producto final es una molecula denominada L-19 IVS, 
la secuencia de interposition con 19 nucleotidos mas eliminados. Esta actividad 
no se considera una verdadera catalisis, puesto que el “catalizador” en si se mo- 
difica en la reaction. Sin embargo, el L-19 IVS tiene capacidades cataliticas rea- 
les: es capaz de alargar o acortar pequenos oligonucleotidos, de la forma que se 
indica en la Figura 11.30b. Este ejemplo no es, en modo alguno, unico y, en el 
Capitulo 28, consideraremos otras reacciones catalizadas por el RNA. 

Aunque muchos bioquimicos quedaron sorprendidos por estos descubri- 
mientos, observados retrospectivamente podemos ver que no hay motivo alguno 
por el que las moleculas de RNA no puedan tener funciones cataliticas. Como 
vimos en el Capitulo 4, las moleculas de RNA pueden adoptar estructuras ter- 
ciarias complejas, igual que hacen las proteinas y este es el tipo de estructura que 
parece ser esencial para la actividad enzimatica. 

El hecho de que las moleculas de RNA posean capacidad de autorreplicacion 
y catalisis ha llevado a algunos cientificos a sugerir que estas moleculas pueden ha- 
ber sido las sustancias primordiales en la evolution de la vida. Estos teoricos 
piensan en un “mundo de RNA” antes de que evolucionaran las proteinas y el 
DNA, en el que solo existirian moleculas de RNA capaces de autorreplicarse y ca- 
paces de catalizar un metabolismo sencillo. El soporte de la idea de que las ribo- 
zimas pudieran ser auto-replicativas procede de experimentos notables. Wright y 
Joyce (vease la Bibliografia) han demostrado que la ribozima representada en la 
Figura 11.31 es capaz de una replication auto-catalizada (con una pequena ayu- 
da de algunas enzimas proteicas). La estructura marcada RNA es capaz de catali- 
zar la union de otro segmento de RNA (en este caso, portador de un promotor del 
bacteriofago T7) a si mismo. En presencia de las enzimas transcriptasa inversa y 
RNA polimerasa (vease el Capitulo 26), se genera una nueva copia de RNA. Si esta 
se “alimenta” con el fragmento promotor de T7, se produce la union y se forma 
una nueva copia de la ribozima. En un experimento de este tipo, el sistema pro- 
dujo 1000 duplicaciones en un periodo de 2 dias. Durante este tiempo, la se- 
cuencia evoluciono hacia una ribozima mas eficaz. Aunque hasta la fecha, ningun 
experimento ha funcionado completamente sin proteinas, estos estudios propor- 
cionan un soporte al modelo del “mundo de RNA” para el origen de la vida. 



Regulacion de la actividad enzimatica: 
enzimas alostericas 

La analogia entre una celula viva y una fabrica (vease el Capitulo 1) es especial- 
mente adecuada cuando consideramos las funciones que desempenan las enzi- 
mas. Observamos que una celula dispone de determinadas materias primas y 
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(a) 




FIGURA 11.30 

Catalisis mediante la secuencia de 
interposicion en el RNA prerribosomico 
de Tetrahymena. (a) Autocortado y 
empalmado de la secuencia interpuesta (IVS). 
Observese que se anade una pG OH en la 
reaccion. Una serie de pasos posteriores 
reducen la IVS a L-19 IVS. (b) Conversion de 
2C S en C 4 + C 6 por la L-1 9 IVS. Este 
oligonucleotido puede por sf mismo acortar o 
alargar pequenos oligonucleotidos, actuando 
aquf como una verdadera ribozima 
catalizadora. 



debe producir a partir de ellas unos productos especificos. Las maquinas que fa- 
cilitan estas transformaciones de la celula son las enzimas. Como veremos, las 
enzimas suelen estar dispuestas en “lineas de ensamblaje” para llevar a cabo los 
pasos secuenciales necesarios en una ruta metabolica. 

Ninguna fabrica opera de manera eficaz si cada maquina esta funcionando 
con su velocidad maxima. Las capacidades de las maquinas son muy diversas y 
si todas ellas funcionaran a la velocidad maxima, pronto se producirian pro- 
blemas masivos. Los productos intermediaries se acumularian en algunas lineas 
de montaje, y algunas partes del producto terminado se producirian de mane- 
ra muy excesiva. Diferentes lineas de montaje podrian utilizar la misma mate- 
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(b) 

ria prima, y las mas rapidas podrian agotar los suministros de forma tan com- 
pleta que otras lmeas igualmente importantes quedarian anuladas. Evidente- 
mente, es necesaria una coordination y regulation para hacer que una fabrica 
grande funcione de manera eficaz. 

Los mismos tipos de problemas podrian producirse si la maquinaria enzi- 
matica de la celula no estuviera regulada de manera precisa. La eficacia con la 
que las enzimas individuales actuan ha de controlarse de una forma que refle- 
je la disponibilidad de los sustratos, la utilization de los productos y las necesi- 
dades generales de la celula. Veremos, pues, en los capitulos siguientes, mu- 
chos ejemplos de regulacion. 

CONTROL A NIVEL DE SUSTRATO 

Parte de la regulacion enzimatica se produce de una forma sencilla, mediante la 
interaction directa de los sustratos y los productos de cada reaccion catalizada 
por una enzima con la propia enzima. A esto se le denomina control a nivel del 
sustrato. Como ha demostrado nuestro analisis de la cinetica, cuanto mayor es 
la concentration de un sustrato, mas rapidamente se produce una reaccion, al 
menos hasta que se llega a la saturation de la enzima. Y a la inversa, las concen- 
traciones elevadas de producto, que pueden unirse tambien a la enzima, tienden 



FIGURA 11.31 

Auto -replication y mutacion de una 
ribozima. (a) Ciclo de replicacion de la 
ribozima, que implica una replicacion repetida 
de la ribozima, cuando se "alimenta" con una 
secuencia promotora de T7 y ribonucleotidos 
trifosfato. Tambien se necesitan transcriptasa 
inversa y RNA polimerasa. (b) Mutaciones que 
surgen durante la evolucion de la ribozima. Los 
rectangulos abiertos indican la porcion 5' del 
sustrato y el lugar de union del cebador en el 
extremo 3' de la ribozima (5'- 
CCAAUCCCAGGCUCAGC-3'), ambos 
inmutables durante la evolucion. Los residuos 
realzados son los que mutaron con relacion a 
la ribozima de partida. (A) Ribozima prototipo 
utilizada para construir el conjunto inicial. (B) 
Una ribozima individual aislada antes de 
comenzar la evolucion continua. (C) Una 
ribozima individual aislada tras 52 horas de 
evolucion continua. 

Cortesfa de G. F. Joyce de M. C. Wright y G. F. Joyce, Science 
(1997) 276:614-616. © 1997 AAAS, con permiso de Science. 
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CAPlTUIO 11 



ENZIMAS: CATALIZADORES BIOlOGICOS 



La regulacion de la actividad 
enzimatica es esencial para el flujo 
ordenado del metabolismo. 



a inhibir la conversion del sustrato en producto. Por lo que respecta a la reaccion 
metabolica que se desea, el producto puede actuar como un inhibidor compe- 
titive. Como ejemplo, consideremos el primer paso de la glucolisis (vease el Ca- 
pitulo 13): la fosforilacion de la glucosa para producir glucosa-6-fosfato: 

_ Hexoquinasa 

Glucosa + ATP ► glucosa-6-fosfato + ADP 

La enzima hexoquinasa, que cataliza esta reaccion, se inhibe por su producto, la 
glucosa-6-fosfato. Si la glucolisis se bloquea por cualquier razon, se acumulara 
glucosa-6-fosfato. Esta acumulacion inhibira la hexoquinasa y hara que la nue- 
va entrada de glucosa en la ruta sea mas lenta. 

Sin embargo, el control a nivel del sustrato no es suficiente para la regulacion 
de muchas rutas metabolicas. En muchos casos, es esencial disponer de una en- 
zima regulada por alguna sustancia bastante diferente del sustrato o del pro- 
ducto inmediato, lo cual requiere unos mecanismos bastante diferentes, como 
veremos a continuation. 



CONTROL POR RETROACCION 

Hemos resaltado que la mayoria de las rutas metabolicas se parecen a lineas de 
montaje. La linea de montaje metabolica mas sencilla tiene el siguiente aspecto: 

Enzima Enzima Enzima Enzima 



en donde A es el reactante inicial o materia prima; B, C y D son productos in- 
termediaries; y E es el producto final. 

El producto final de esta ruta se utilizara probablemente en alguna otra 
ruta. De igual modo, la “materia prima” puede participar tambien en algun 
otro conjunto de procesos. Supongamos que la utilizacion de E disminuye 
bruscamente. Si todo lo demas se mantuviera como antes, E se acumularia y el 
consumo de A continuaria. Pero este proceso es ineficaz. Una linea de montaje 
automatizada moderna resolveria el problema manteniendo un inventario de E 
y, cuando esta sustancia se acumulara, enviaria una serial hacia atras para que la 
linea actuara con mayor lentitud. La celula puede controlar la generacion del 
producto final mediante la activacion ( ® ) o la inhibicion ( S 1 ) de un paso de la 
ruta. Lo mas eficaz seria lentificar el primer paso, la conversion de A en B. Asi 
pues, la “maquina” A — *- B debe regularse por la cantidad de E. 



El control por retroaccion es 
importante para la regulacion eficaz 
de las rutas metabolicas complejas. 



t : 

A ► B *■ C ► D ► E 

Este proceso se denomina control por retroaccion o, mas exactamente, con- 
trol por retroaccion negativa, puesto que un aumento de la concentracion de E 
conduce a un descenso de su velocidad de production. Observese que al inhibir 
el primer paso, impedimos la utilizacion no deseada de A y la acumulacion de 
E. Ademas, dado que la mayoria de los procesos bioquimicos son reversibles en 
cierto grado, la generacion de una gran cantidad de E tendera a aumentar la 
concentracion de los productos intermediaries. El mecanismo de control por re- 
troaction que se ha indicado arriba evitara la acumulacion de cualquiera de los 
intermediaries, que podrian tener efectos indeseables sobre el metabolismo. 

Otras situaciones metabolicas requieren patrones mas complicados, en los 
que puede ser util la activacion, al igual que la inhibicion. Asi por ejemplo, 
consideremos un caso ligeramente mas complejo, en el que A se utiliza para ali- 
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mentar dos rutas que conducen a dos productos necesarios en cantidades apro- 
ximadamente equivalentes. El esquema que se produce entonces es como el si- 
guiente: 




A ► B ► C 




K ► L ► M ► N 

Para controlar las rutas de manera que G y N se mantengan en equilibrio, las 
concentraciones elevadas de G podrian inhibir la enzima C — ► D y/o activar 
la enzima C — ► K. Y a la inversa, N podria inhibir la enzima C — ► K y/o ac- 
tivar la enzima C — » D. Finalmente, podria ser util hacer que tanto G como 
N inhibieran la enzima A — ► B, para establecer una regulacion global. Un 
ejemplo de este tipo de control se encuentra en la sintesis de los monomeros de 
purina y pirimidina que intervienen en la formacion del DNA, puesto que son 
necesarias cantidades aproximadamente iguales de los cuatro desoxirribonu- 
cleotidos para la replicacion del DNA. 

Es importante senalar que tanto la inhibicion como la activacion de las en- 
zimas son esenciales para el metabolismo regulado. Ademas, el control de las ru- 
tas mediante sus productos finales hace que las inhibiciones y las activaciones 
necesarias deban producirse por moleculas que proceden de un lugar alejado de 
la linea de montaje, y que, por tanto, no se parecen a los sustratos ni a los pro- 
ductos directos de las enzimas a regular. Ninguno de los tipos de regulacion que 
hemos considerado hasta este momento satisfara estas necesidades. Para con- 
seguir este tipo de control, en los organismos ha evolucionado una clase espe- 
cial de enzimas capaces de realizar una regulacion alosterica. El termino alos- 
terico procede de las palabras griegas que significan “otra estructura” resaltando 
que las estructuras de los reguladores no tienen que parecerse al sustrato o al 
producto directo. 

ENZIMAS ALOSTERICAS 

Las enzimas alostericas son invariablemente proteinas con multiples subuni- 
dades, con multiples lugares activos. Presentan cooperatividad de union del 
sustrato (homoalosterismo) y una regulacion de su actividad por otras mole- 
culas efectoras (heteroalosterismo). 

Hemos estudiado ya un ejemplo de control alosterico de la funcion protei- 
ca. La hemoglobina (vease el Capitulo 7) es una pro tenia con cuatro subunida- 
des que tiene cuatro lugares de union para su “sustrato”, el oxlgeno. La union del 
oxlgeno es cooperativa y esta influida por otras moleculas e iones. Las ideas ba- 
sicas que se presentaron en el analisis de la funcion de la hemoglobina son 
igualmente aplicables a las enzimas alostericas. 

Homoalosterismo 

Consideremos en primer lugar los efectos homoalostericos (union cooperativa 
del sustrato). En el Capitulo 7 comparamos la union del 0 2 por la proteina mio- 
globina de una unica subunidad, con la union por la hemoglobina de multiples 
subunidades. La mioglobina daba una curva de union hiperbolica (Figura 7.6); 
la hemoglobina, con su union cooperativa, daba una curva sigmoidea (Figura 
7.19). Encontramos exactamente el mismo contraste al comparar la curva de V 
frente a [S] de una enzima con un solo lugar que obedece la cinetica de 
Michaelis-Menten, con la de una enzima con multiples lugares que muestra una 
union cooperativa (Figura 11.32a). Puede aplicarse el mismo tipo de razona- 




M [SI 




FIGURA 11.32 

Efecto de la union cooperativa del 
sustrato sobre la cinetica 
enzimatica. (a) Comparacion de las curvas 
de V frente a [S] para una enzima no 
cooperativa y una enzima alosterica con union 
cooperativa. Se supone que las dos enzimas 
tienen la misma V mix . Comparese esta 
representacion con las curvas de union del 
oxigeno a la mioglobina y la hemoglobina que 
se presentan en la Figura 7.8 (pagina 245). 

(b) Representacion de Lineweaver-Burk 
correspondiente a la curva de union 
cooperativa que se muestra en (a). El estado T 
tiene un valor elevado de K M (une S 
debilmente). A medida que se une mas S, el 

equilibrio T *- R se desplaza hacia R, con 

una union mas fuerte y una K M menor. 
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FIGURA 11.33 

Efecto del homoalosterismo 
extremo. Se muestra la curva de l/frente a 
[S] para una enzima hipotetica con una 
cooperatividad muy elevada para la union del 
sustrato. A concentraciones por debajo de [S] c , 
la enzima es casi inactiva, y por encima de esta 
concentracion, es muy activa. El sustrato puede 
acumularse con facilidad hasta la concentracion 
[S] c , pero a concentraciones superiores sera 
procesado con gran rapidez. 




FIGURA 11.34 

Control heteroalosterico de una 
enzima. En ausencia de activacion o de 
inhibidores, la curva de Vfrente a [S] es 
sigmoidea. Los activadores desplazan el sistema 
hacia el estado Ry los inhibidores estabilizan el 
estado T. 



miento: una enzima que une el sustrato de manera cooperativa se comportara, 
a concentraciones de sustrato bajas, como si uniera mal el sustrato (es decir, 
como si tuviera una K M elevada). Pero cuando aumentan las concentraciones de 
sustrato y hay una mayor cantidad del mismo unida, la enzima pasa a ser cada 
vez mas eficaz puesto que une al sustrato con mayor avidez en los ultimos lu- 
gares a ocupar (vease la Figura 11.32b). Imaginemos que sucede asi, como en el 
caso de la hemoglobina, porque la enzima sufre, al unirse el sustrato, una tran- 
sicion desde un estado de union debil (estado T) a un estado de union fuerte 
(estado R). Los tipos de modelos que se han utilizado para describir la union del 
0 2 por la hemoglobina (es decir, el modelo MWC y el modelo KNF; paginas 
247-251) pueden explicar igualmente bien la cinetica que presentan las enzimas 
con una union cooperativa del sustrato. 

2 Que funcion fisiologica cumple la cinetica sigmoidea? En los casos extre- 
mos, las enzimas que siguen una cinetica sigmoidea pueden regular las con- 
centraciones de los sustratos en valores bastante constantes. Consideremos un 
sustrato que esta siendo suministrado de manera constante por otras reacciones 
y sobre el que actua una enzima que presenta la cooperatividad extrema que se 
muestra en la Figura 11.33. El sustrato puede acumularse con facilidad hasta la 
concentracion critica [S] c ; la enzima es esencialmente inactiva a una [S] inferior. 
Pero cualquier nuevo incremento da lugar a un notable aumento de la actividad 
enzimatica, de manera que la concentracion del sustrato se mantendra cerca del 
valor de [S] c . Aunque las enzimas alostericas reales rara vez o nunca presentan 
curvas tan sigmoideas como la de la Figura 11.33, el principio continua siendo 
valido: las enzimas con multiples subunidades pueden ser utiles para mantener 
la homeostasia de tin sistema dinamico. Dicho de otro modo, el homoaloste- 
rismo permite un control mas estricto a nivel del sustrato. 

Heteroalosterismo 

La principal ventaja del control alosterico se encuentra en los efectores hete- 
roalostericos, que pueden ser inhibidores o activadores. Estos efectores son los 
analogos, en la cinetica enzimatica, del C0 2 , el BPG y el H + que regulan de for- 
ma tan elegante la union del 0 2 por la hemoglobina. La activacion e inhibicion 
de las enzimas por los efectores alostericos son la clave del complejo tipo de con- 
trol por retroaccion que se describe en las paginas 446-447. Si una molecula de 
enzima puede existir en dos estados conformacionales (T y R), que difieren 
notablemente en la fuerza con la que se une el sustrato o en la velocidad cataliti- 
ca, su cinetica puede controlarse por cualquier otra sustancia que, al fijarse a la 
proteina, desplace el equilibrio T R. Los inhibidores alostericos desplazan 
el equilibrio hacia T, y los activadores lo desplazan hacia R (Figura 1 1.34). Algu- 
nas enzimas se regulan por inhibidores y activadores multiples, lo cual permi- 
te unos patrones de control metabolico extremadamente sutiles y complejos. 

ASPARTATO CARBAMOILTRANSFERASA: UN EJEMPLO 
DE ENZIMA ALOSTERICA 



Las enzimas alostericas muestran una 
union cooperativa del sustrato y 
pueden responder a diversos 
inhibidores y activadores. 



Un excelente ejemplo de regulacion alosterica es el que proporciona la aspartato 
carbamoiltransferasa (tambien denominada aspartato transcarbamoilasa, o 
ATCasa), una enzima clave en la sintesis de las pirimidinas. Como puede apre- 
ciarse en la Figura 11.35, la ATCasa se encuentra en un cruce de rutas de bio- 
sintesis. La glutamina, el glutamato y el aspartato se utilizan tambien para la sin- 
tesis de proteinas; pero una vez que el aspartato se ha carbamoilado para formar 
N-carbamoil-L-aspartato (CAA), la molecula esta destinada ya a la sintesis de 
pirimidinas. Asi pues, la enzima que controla este paso debe ser sensible a las ne- 
cesidades de pirimidinas. En las bacterias como E. coli, la actividad de la ATCasa 
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FIGURA 11.35 

Puntos de control en la slntesis de 
pirimidinas. Esta figura muestra la 
formacion de N-carbamoil-L-aspartato a partir 
del carbamoil fosfato y el aspartato. Esta 
reaccion es el primer paso dirigido en la serie 
de reacciones que conducen a la sfntesis de los 
nucleotidos de pirimidina, por lo que es 
esencial el control en este punto o cerca del 
mismo. En los procariotas, la aspartato 
carbamoiltransferasa esta regulada, mientras 
que en la mayor parte de los eucariotas, la 
regulacion se produce sobre la carbamoil 
fosfato sintetasa II. 



Glutamato 




Carbamoil fosfato 



0 

ii 

o c 



X CH t 

I 

C- H 

X" "'cco 




Aspartato 



0 

I 

a c 

C C H 

& V 

H 

/V-Carbamoil- 

L-aspartato 

1 



P irimidinas 



se regula para responder a esta necesidad. Esta enzima, como se muestra en la 
Figura 11.36, se inhibe por el citidin trifosfato (CTP) y se activa por el ATP. 
Ambas respuestas tienen una logica fisiologica. Cuando las concentraciones de 
CTP ya son altas, no son necesarias mas pirimidinas. En cambio, el ATP eleva- 
do senala un estado de abundancia de purinas (que necesitan pirimidinas acom- 
panantes) y un estado celular con abundante energia, en el que la sintesis de 
DNA y RNA sera activa. 

La ATCasa es, como cabria prever, una proteina con multiples subunidades. 
Su estructura cuaternaria se ha analizado con cierto detalle y se presenta es- 
quematicamente en la Figura 11.37a. Existen seis subunidades cataliticas, en 
dos grupos de tres, que se mantienen unidas mediante seis subunidades regu- 
ladoras. Los pares de subunidades reguladoras parecen conectar las subunidades 
cataliticas de los dos grupos. Se ha obtenido con una resolution elevada la es- 
tructura tridimensional de la ATCasa. En la Figura 11.38 se da una representa- 
tion detallada de una subunidad catalitica y una subunidad reguladora. La su- 
bunidad catalitica tiene dos dominios, uno que une aspartato y el otro, 
carbamoil fosfato, y el lugar activo se encuentra entre ellos. La subunidad re- 
guladora tiene asimismo dos partes; el denominado dominio de zinc y el do- 
minio alosterico. El primero une un atomo de zinc estructuralmente necesario, 
mientras que el otro contiene el lugar de union de ATP/CTP. Asi, el ATP y el 
CTP compiten por el mismo lugar, de forma que la actividad de la ATCasa se re- 
gula por el cociente de ATP respecto a CTP en la celula. 

Como ocurre en el caso de la hemoglobina, la regulacion alosterica de la 
ATCasa implica cambios de la estructura cuaternaria de la molecula. Las con- 




FIGURA 11.36 

Regulacion de la aspartato 
carbamoiltransferasa por el ATP y el 
CTP. El ATP es un activador de la aspartato 
carbamoiltransferasa, y el CTP es un inhibidor 
de la misma. La curva senalada como "control" 
muestra el comportamiento de la enzima en 
ausencia de ambos reguladores. El N- 
carbamoil-L-aspartato (CAA) es el producto de 
la reaccion. 
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(b) ATCasa: estado R 

figura 11.37 

Estructura cuaternaria de la aspartato 
carbamoiltransferasa (ATCasa). (a) 

Estructura cuaternaria de la ATCasa en el estado 
T. Esta imagen esquematica de la enzima 
muestra las seis subunidades catalfticas (C) y las 
seis subunidades reguladoras (R). Elay seis 
lugares catalfticos (triangulos negros) situados 
en los surcos existentes entre las subunidades 
catalfticas o cerca de ellos. Los lugares 
reguladores (elipses rojas) se encuentran en las 
superficies externas de las subunidades 
reguladoras. La molecula tiene un eje ternario y 
tres ejes binarios (simetna D 3 ). Esta es una 
imagen lateral de la molecula con el eje 
ternario en el piano del papel. (b) Transicion 
de la ATCasa al estado R. La transicion 
comporta una rotacion de las subunidades 
reguladoras, que separa los dos grupos de 
subunidades catalfticas y las gira ligeramente 
alrededor del eje ternario. 



formaciones de los estados R y T se han determinado mediante difraccion de ra- 
yos X. Como se muestra en la Figura 11.37b, se produce un reordenamiento im- 
portante de las posiciones de las subunidades en la transicion T — *■ R. 

Practicamente todas las rutas metabolicas que encontraremos en los capi- 
tulos siguientes estan sujetas a un control por retroaccion complejo, y en la 
mayor parte de los casos se utilizan enzimas alostericas de multiples subunida- 
des. El patron de control, incluso en una misma ruta, no es el mismo en todos 
los organismos. Como ejemplo relevante de ello, mientras que la ATCasa es el 
principal punto de control de la ruta de las pirimidinas en las bacterias, los 
eucariotas realizan la regulacion en el paso anterior, la sintesis de carbamoil fos- 
fato (vease la Figura 11.35). En los mamiferos, la carbamoil fosfato sintetasa II 
se inhibe por el UDP, UTP, CTP, dUDP y UDP-glucosa. Todos estos compues- 
tos inhiben la union del sustrato ATP. Ademas, la glicina actua como inhibidor 
competitive de la glutamina. 

En este punto debiera estar claro que los organismos son capaces de regular 
el metabolismo de formas complejas y sutiles mediante las enzimas alostericas. 
Pero este tipo de regulacion no basta para todas las necesidades. Pasaremos 
ahora a la modification covalente, un tipo de mecanismo de regulacion com- 
pletamente distinto. 

Modificaciones covalentes utilizadas 
para regular la actividad enzimatica 

En la analogia de la fabrica, la regulacion alosterica puede considerarse como el 
control de retroaccion en las maquinas de funcionamiento continuo. Pero en 
cualquier fabrica grande existen tambien maquinas que solo se utilizan de vez 
en cuando, y que se dejan paradas y preparadas hasta el momento en que son 
necesarias. Lo mismo ocurre en la celula. En este apartado consideraremos las 
enzimas que estan totalmente inactivas hasta que las altera una modification co- 
valente y empiezan entonces a funcionar. En algunos casos, la modification 
actua en la direction contraria, inactivando enzimas que de lo contrario estan 
activas. Algunas de estas modificaciones pueden revertirse; otras no. 

Diversos tipos de modificaciones covalentes se emplean para regular la ac- 
tividad enzimatica. Una de las mas extendidas es la fosforilacion o desfosfori- 
lacion de varias cadenas laterales de aminoacidos (por ejemplo, serina, treoni- 
na, tirosina e histidina). Sin embargo, estos tipos de regulacion son, a menudo, 
una parte de rutas reguladoras complejas, con frecuencia, bajo control hormo- 
nal. Por lo tanto, diferiremos el tratamiento de este mecanismo hasta capitulos 
posteriores, en los que su significado sera mas claro. En este momento, nos 
concentraremos, en su lugar, en otro tipo de modification covalente mas sim- 
ple, que es la activation de determinadas enzimas por la rotura proteolitica de 
formas precursoras. 

PROTEASAS PANCREATICAS: ACTIVACION MEDIANTE RUPTURA 

Un tipo completamente distinto de activation enzimatica covalente, la ruptura 
proteolitica, puede describirse mediante el ejemplo de las proteasas pancreati- 
cas. Pertenecen a este grupo diversas enzimas, por ejemplo, la tripsina, la qui- 
motripsina, la elastasa y la carboxipeptidasa, algunas de las cuales hemos con- 
siderado ya. Todas se sintetizan en el pancreas, y se segregan a traves del 
conducto pancreatico al duodeno del intestino delgado, en respuesta a una se- 
rial hormonal generada cuando el alimento sale del estomago. Sin embargo, no 
se sintetizan en su forma final activa, puesto que una bateria de potentes pro- 
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teasas libres en el pancreas causarian una digestion del tejido pancreatico. En su 
lugar, se elaboran en forma de moleculas ligeramente mas grandes, catalitica- 
mente inactivas, denominadas zimogenos. Los nombres que se dan a los zimo- 
genos de las enzimas citadas anteriormente son tripsindgeno, quimotripsinogeno, 
proelastasa y procarboxipeptidasa, respectivamente. Los zimogenos deben rom- 
perse proteoliticamente en el intestino para producir las enzimas activas. Estas 
enzimas se degradan tras haber cumplido sus fines, por lo que no ponen en pe- 
ligro el tejido intestinal, que tambien esta, de alguna manera, protegido por su 
superficie glucosilada. La ruptura de los zimogenos a enzimas activas se repre- 
senta esquematicamente en la Eigura 11.39. 

El primer paso es la activacion de la tripsina en el duodeno. Se elimina un 
hexapeptido del extremo N-terminal del tripsinogeno por la enteropeptidasa, 
una proteasa secretada por las celulas duodenales. Esta accion produce la trip- 
sina activa, que a su vez activa los demas zimogenos, mediante rupturas proteo- 
liticas especificas. De hecho, una vez que se encuentra presente algo de tripsina 
activa, activara otras moleculas de tripsindgeno para formar mas tripsina; asi 
pues, su activacion es autocatalitica. Este es un ejemplo del tipo de proceso en 
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figura 11.38 

Estructura detallada de una subunidad 
catalftica (verde) y la subunidad 
reguladora adyacente (amarilla) de la 
ATCasa. Esta imagen esta por debajo del eje 
ternario, que se encuentra en la parte inferior 
derecha. La subunidad reguladora se 
encuentra, en su mayorfa, por debajo del 
piano, y la subunidad catalftica, en su mayorfa, 
por encima. 

Tornado de W. N. Lipscomb, Advances in Enzymology and 
Related Areas of Molecular Biology, (1 994) 73:67-1 51 . © 1 994 
Wiley-Liss, Inc. Reproducido con permiso de John Wiley and 
Sons, Inc. 



Algunas enzimas, como las proteasas 
pancreaticas, se activan de manera 
irreversible por la ruptura proteolitica. 



FIGURA 11.39 

Activacion de zimogenos mediante 
ruptura proteolitica. En este esquema se 
muestra la activacion de los zimogenos 
pancreaticos, que son moleculas que pasan a 
ser catalfticamente activas cuando sufren la 
ruptura. Los zimogenos se indican en rojo y las 
proteasas activas en amarillo o verde. En la 
Figura 1 1 .40 se muestra la diferencia entre la 
7r-quimotripsina y la a-quimotripsina. 
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Activacion del quimotripsinogeno. Esta 
figura muestra esquematicamente la molecula 
de quimotripsinogeno. Una serie de rupturas 
dan lugar a la enzima quimotripsina, con los 
enlaces disulfuros que continuan manteniendo 
la estructura unida. La ruptura inicial entre los 
aminoacidos 1 5 y 1 6 (flecha) da lugar a la 
formacion de ^-quimotripsina. La posterior 
eliminacion de los segmentos que se indican en 
negro produce a-quimotripsina. 



cascada que se observa con frecuencia cuando las enzimas se activan mediante 
modificaciones covalentes. La production de tan solo unas pocas moleculas de 
tripsina conduce rapidamente a muchas mas, ya que cada molecula de enzima, 
al ser activada, puede procesar muchas mas cada minuto. Estas moleculas pue- 
den activar a su vez a los demas zimogenos. Un ejemplo muy espectacular de un 
proceso de este tipo es el que se produce en la coagulation de la sangre, que des- 
cribiremos en el apartado siguiente. 

La activacion del quimotripsinogeno a quimotripsina es uno de los ejemplos 
mas complejos y mejor estudiados de la activacion proteolitica de una enzima; 
se ilustra en la Figura 11.40. En el primer paso, la tripsina rompe el enlace en- 
tre la arginina 15 y la isoleucina 16. El peptido N-terminal continua unido al res- 
to de la molecula debido al enlace disulfuro entre los residuos 1 y 122. El pro- 
ducto, denominado n -quimotripsina, es una enzima activa. 

La forma en que la ruptura de un enlace peptidico transforma una proteina 
totalmente inactiva en una activa puede comprenderse ahora como resultado de 
los estudios de difraccion de rayos X detallados del zimogeno y la enzima. La 
ruptura del enlace peptidico entre los residuos 15 y 16 crea un nuevo residuo N- 
terminal cargado positivamente en lie 16. Este residuo desplaza su position y 
forma un puente salino con Asp 194, que es el adyacente al lugar activo Ser 195 
(vease la Figura 11.11). Este cambio desencadena a su vez otros reordenamien- 
tos conformacionales en la proximidad del lugar activo. Estos cambios incluyen 
el modelado correcto del bolsillo del lugar activo y el movimiento de los grupos 
amino de la cadena principal de los residuos 193 y 195 a un lugar en el que pue- 
dan establecer enlaces de hidrogeno con el sustrato oxianion en el estado de 
transition tetraedrico. Asi pues, tanto el bolsillo de union como el lugar catali- 
tico se forman correctamente solo despues de que se haya roto el enlace pepti- 
dico entre Arg 15 e lie 16. 

La quimotripsina no esta completamente “terminada” con esta ruptura. Se 
producen nuevas rupturas autocataliticas que eliminan de la molecula los resi- 
duos 14-15 y 147-148, para producir la a-quimotripsina final, que es la forma 
principal y totalmente activa de la enzima que se encuentra en el tubo digestivo. 

Esta bateria de enzimas, tripsina, quimotripsina, elastasa y carboxipeptida- 
sa, junto con la pepsina del estomago y otras proteasas secretadas por las celu- 
las de la pared intestinal, es capaz de digerir finalmente la mayor parte de las 
proteinas ingeridas a aminoacidos libres, que pueden absorberse por el epitelio 
intestinal. Las propias enzimas estan sometidas continuamente a una digestion 
mutua, y autodigestion, de manera que nunca llegan a acumularse concentra- 
ciones elevadas de estas enzimas en el intestino. 

Incluso los zimogenos inactivos son una posible fuente de peligro para el 
pancreas. Dado que la activacion de la tripsina puede ser autocatalitica, la pre- 
sencia de una sola molecula activa de tripsina podria poner en marcha toda la 
cadena de manera prematura. En consecuencia, el pancreas se protege a si mis- 
mo mediante la sintesis de una proteina denominada inhibidor de la tripsina 
pancreatica secretor (para distinguirlo del inhibidor de la tripsina pancreatica 
descrito en el Capitulo 6, que es una proteina intracelular que se encuentra 
unicamente en los rumiantes). Este inhibidor competitive se une de manera tan 
intensa al lugar activo de la tripsina que la inactiva de manera eficaz incluso a 
una concentration muy baja. La union entre la tripsina y su inhibidor es una de 
las asociaciones no covalentes mas fuertes que se conocen en bioquimica. Tan 
solo se encuentra presente una minima cantidad de inhibidor de la tripsina, 
muy inferior a la necesaria para inhibir toda la posible tripsina del pancreas. Asi 
pues, solo se inhibe una fraction de la tripsina generada en el duodeno, y el res- 
to puede activarse. Dado que la protection es limitada, la activacion del zimo- 
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geno puede desencadenarse a veces en el pancreas, por ejemplo, si el conducto 
pancreatico esta obstruido. Las enzimas activas inician entonces una digestion 
del propio tejido pancreatico. El trastorno, denominado pancreatitis aguda, es 
extremadamente doloroso y a veces resulta mortal. 

UN EXAMEN MAS DETENIDO DE LA ACTIVACION POR RUPTURA: 
COAGULACION DE LA SANGRE 



La coagulacion de la sangre comporta 
una cascada de activacion proteolftica 
de proteasas especificas, que culmina 
con la transicion del fibrinogeno a 
fibrina. 



La activacion de los zimogenos es la clave de otro proceso de importancia bio- 
logica: la coagulacion de la sangre de los vertebrados. Si se observa un coagulo 
sanguineo con el microscopio electronico, se ve que esta formado por fibras es- 
triadas de una proteina denominada fibrina (Figura 11.41a). Los monomeros de 
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Fibrinopeptidos A y B 



FIGURA 11.41 

Formation de un coagulo 
sanguineo. (a) Eritrocitos atrapados en una 
red de hebras insolubles de un coagulo de 
fibrina. (b) Fotografia de microscopia 
electronica de parte de una fibra de fibrina. (c) 
Representacion esquematica de la forma en 
que se cree que se asocian los monomeros de 
fibrina para formar una fibra. La eliminacion de 
los fibrinopeptidos A y B del fibrinogeno por la 
trombina hace que estos lugares sean 
accesibles para la asociacion con los lugares 
complementarios a y b en ios monomeros 
adyacentes. Se cree que las moleculas se 
solapan como se indica aquf, ya que las 
estriaciones que se observan en las fibras 
tienen una anchura de 23 nm, exactamente la 
mitad de la longitud de la molecula de 
fibrinogeno. 

(a) Lennart Nilsson/Albert Bonniers Forlag AB; (b) cortesfa del 
Dr. Henry Slayter. 
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FIGURA 11.42 

Proceso en cascada de la coagulacion de la sangre. Cada factor (proteasa) de la vfa 
puede encontrarse en una forma inactiva (roja) o activa (verde). La cascada de activaciones 
proteolfticas puede iniciarse a partir del contacto de la sangre con superficies de tejido danadas 
(vfa intrfnseca) o por un traumatismo interno de los vasos sangufneos (vfa extrfnseca). El 
resultado comun es la activacion del fibrinogeno a la fibrina coagulante. Se muestran tambien 
los factores auxiliares que facilitan algunos de los pasos. El asterisco (*) indica serina proteasas. 

fibrina son moleculas alargadas, de unos 46 nm de longitud, que se juntan for- 
mando una serie escalonada, como se observa en la Figura 11.41b. Los mono- 
meros de fibrina proceden de un precursor, el fibrinogeno (Figura 11.41c), me- 
diante rupturas proteoliticas que liberan pequenos fibrinopeptidos (A y B en la 
Figura 11.41c). La perdida de estos peptidos deja al descubierto posiciones en las 
que las moleculas de fibrina pueden pegarse unas a otras. Una vez formado el 
coagulo, este se estabiliza mediante entrecruzamientos covalentes entre resi- 
duos de glutamina y lisina. 

La proteolisis del fibrinogeno a fibrina esta catalizada por la serina protea- 
sa trombina. La trombina tiene una secuencia y estructura semejantes a la trip- 
sina, pero como proteasa con una funcion muy especifica, rompe solamente 
unos pocos tipos de enlaces, principalmente los de Arg-Gly. La trombina se 
produce a partir de la protrombina, por otra proteasa especifica; de hecho, como 
muestra la Figura 11.42, toda la cascada de reacciones de activacion proteoliti- 
ca conduce finalmente a la formacion de un coagulo de fibrina. En ello inter - 
vienen una serie de proteasas denominadas factores. En los tejidos danados, las 
proteinas quininogeno y calicreina activan el factor XII (denominado factor de 
Hageman), que a su vez activa el factor XI, y se produce la cascada de reaccio- 
nes que se muestran. Esta serie de reacciones iniciales se denomina via intrin- 
seca. Otra posibilidad es que la lesion de los vasos sanguineos de lugar a la li- 
beracion del factor tisular y a la activacion del factor VII, iniciando la via 
extrinseca. Las dos vias se unen en la activacion del factor X, que causara la pro- 
teolisis y, por tanto, activara la protrombina. 

Algunos de los pasos de activacion requieren proteinas auxiliares. Asi por 
ejemplo, la activacion del factor X de la via intrinseca por el factor IX ( factor de 
Christmas) requiere una proteina de 330 kilodalton denominada factor antihe- 
mofilico (factor VIII). La ausencia parcial o completa de actividad del factor VIII 
es la causa de la hemofilia clasica. El gen del factor VIII se encuentra en el cro- 
mosoma X, por lo que las mujeres, que poseen dos copias de este cromosoma, 
pueden ser portadoras heterocigotas del rasgo pero solo presentaran sintomas 
si son homocigotas. Sin embargo, un hijo varon que reciba como unico cro- 
mosoma X el que esta danado para el gen del factor VIII experimental una di- 
ficultad mas o menos grave de la coagulacion de la sangre. El trastorno puede 
tratarse en la actualidad mediante transfusiones frecuentes de una fr accion del 
suero sanguineo concentrado en factor VIII. El gen de esta proteina se ha clo- 
nado recientemente y expresado en bacterias, y la disponibilidad de este factor 
VIII sintetico puede permitir a estos pacientes evitar los peligros de las trans- 
fusiones regulares. 

Al cicatrizar las heridas o repararse el dano tisular, es esencial que la sangre 
coagulada se disuelva. El principal agente de disolucion del coagulo es una en- 
zima denominada plasmina, que fragmenta la fibrina. La propia plasmina de- 
riva de la fragmentacion proteolitica de un precursor inactivo, el plasminogeno. 
La activacion del plasminogeno la catalizan diversas proteasas, de las que la 
mas importante es el activador del plasminogeno de tipo tisular (t-PA). Ademas 
de su funcion normal, el t-PA puede ser muy eficaz en la iniciacion de la casca- 
da de disolucion de los coagulos sanguineos indeseables, culpables de la apo- 
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plejia y el infarto. La puesta a punto reciente de metodos para producir t-PA me- 
diante tecnicas de DNA recombinante promete un tratamiento nuevo y eficaz. 

Los mecanismos de regulacion que hemos mencionado aqui no describen en 
modo alguno el repertorio completo de la celula. Ademas de la regulacion del 
funcionamiento de las enzimas, las celulas y los organismos pueden regular 
tambien la sintesis y la degradation de las enzimas. Pero la description de estos 
procesos es mas adecuada dentro del marco mas amplio que se plantea en el 
Capitulo 12. 



RESUMEN 



La velocidad de una reaccion quimica viene dada por las concentraciones de los 
reactantes y por la constante de velocidad. Esta ultima depende a su vez de la 
energia de activacion necesaria para alcanzar el estado de transicion. Todos los 
catalizadores funcionan reduciendo la energia de activacion de una reaccion. A1 
hacerlo, no afectan al equilibrio quimico sino que solo aumentan las velocida- 
des. Las enzimas son catalizadores biologicos que aumentan las velocidades de 
los procesos bioquimicos mientras se mantienen inalteradas. La mayoria, aun- 
que no todas, las enzimas son proteinas. En la catalisis enzimatica, uno o mas 
sustratos se unen al lugar activo de una enzima, para formar el complejo enzi- 
ma-sustrato; tras ello se liberan los productos. La hipotesis del ajuste inducido 
establece que las enzimas inducen en los sustratos unidos la adoption de unas 
conformaciones proximas al estado de transicion. La mayoria de las reacciones 
enzimaticas sencillas pueden describirse mediante la ecuacion de Michaelis- 
Menten, con dos parametros, la constante de Michaelis, K M , y el numero de re- 
cambio, fc cat . Las enzimas pueden inhibirse de manera reversible o irreversible. 
La inhibition reversible puede ser competitiva o no competitiva. La inhibition 
competitiva afecta la K M aparente; la inhibition no competitiva afecta la fc cat 
aparente. La inhibition irreversible suele comportar la union covalente al lugar 
activo. Muchas enzimas utilizan coenzimas en su funcion; otras requieren iones 
metalicos especificos. Diversas coenzimas estan estrechamente relacionadas con 
vitaminas necesarias en la alimentation humana. 

En la actualidad es posible crear enzimas nuevas o modificadas mediante in- 
genieria molecular o por la generation de anticuerpos con capacidades enzi- 
maticas. Ademas, se ha encontrado que algunas moleculas de acido ribonu- 
cleico actuan como enzimas; se las denomina ribozimas. 

La regulacion de la actividad enzimatica adopta muchas formas. La regula- 
cion a nivel de sustrato depende simplemente de las concentraciones de reac- 
tantes y productos en el medio. La regulacion alosterica proporciona un control 
sensible por retroaction de las rutas metabolicas complejas. Para cambios mas 
drasticos de la actividad, algunas enzimas se activan o desactivan (o ambas co- 
sas) mediante una modification covalente. 
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PROBLEMAS 



1. Demuestre que la semivida de una reaction de primer orden es 
inversamente proporcional a la constante de velocidad, y de- 
termine la constante de proporcionalidad. 

2. Una sustancia A se consume en una reaction de orden desco- 
nocido. La concentration inicial es 2 mM, y las concentraciones 
en los momentos posteriores son las que se indican a conti- 
nuation: 

Tiempo (min) [A] (mM) 

1 1.66 

2 1.44 

4 1.12 

8 0.76 

16 0.48 

Compruebe si los datos se ajustan o no a una reaction de pri- 
mer orden. 





